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Uber p-Toluolsulfochloramidnatrium (,,Chloramin“) und 
seine Einwirkung auf gewisse organische Substanzen. 


Von 


N. 0. Engfeldt. 





(Aus dem physiol.-chem. Institut der Tierdrztlichen Hochschule zu Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 23. Dezember 1922.) 


A. Uber p-Toluolsulfochloramidnatrium. 


Hoogewerff und van Dorp?) scheinen die ersten ge- 
wesen zu sein, die sich mit der Chemie der stickstoffhalo- 
genierten Sulfonsiiureamide beschiftigten. Schon 1887 stellten 
diese Forscher aus Benzolsulfamid Dibrom- und Monobrom- 
derivate durch Behandlung des Amides mit Hypobromit her. 
Weiter hat Chattaway”) unsere Kenntnis betreffs der ge- 
nannten Halogenamide bereichert. 1905 stellte er eine ganze 
Reihe stickstoffchlorierter Sulfamide her und hat ferner zu- 
sammen mit Baxter’) 1915, nachdem die Anwendbarkeit 
dieser Substanzen als Wundantiseptica durch Dakins*) Unter- 
suchungen bekannt wurde, eine bedeutende Anzahl dieser 
Kérper hergestellt und untersucht. Fiir die Herstellung der 
Chlorderivate ging Chattaway vom Sulfamid aus, das mit 
konzentrierter Hypochloritlésung behandelt und mit Essigsiure 
angesiuert wurde. MHierbei fiel das Dichlorderivat aus. Bei 


') Hoogewerff et van Dorp, Rec. des Tray. chim. des Pays-Bas 
Vol. 6, S. 373 (1887). 

*) Chattaway, Journ. chem. Soc. Vol. 87, S. 145 (1905). 

*) Baxter et Chattaway, Journ. chem. Soc. Vol. 107, 8, 1814 
(1915). 

4) Dakin, Brit. med. Journ. Vol. 2, 8. 318, 609, 809 (1915). 
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Alkalibehandlung bildete sich unter Abspaltung von Hypo- 
chlorit das Alkalisalz des Monochlorderivates. 

1) R-SO,NH, + 2HC1O = R-SO,NCI, + 2H.0; 

2) R-SO,NCl, + 2NaQH = R-SO,NaNCl + NaClO + H,O; 
Dakin’) und seine Mitarbeiter fanden, daB sich das Na-Salz 
des Monochlorderivates am einfachsten durch Lisen des fein- 
pulverisierten Suifamides in kalter Na-Hypochloritlésung und 
darauffolgendem Zusatz von 11/, Volumen gesittigten NaCl 
herstellen lieB. Das Na-Salz wird hierbei in ziemlich rein 
krystallinischer Form ausgefiillt. 

Unter stickstoffhalogenierten, von Chattaway hergestellten 
Amiden seien solche genannt, die sich aus Benzol und dessen 
Homologen, aus Chlor-, Brom- und Jodbenzol, aus Nitrobenzol. 
aus Dichlorbenzol und Nitrotoluol, aus Naphthalin, Dipheny! 
samt Diphenylmethan herleiten. 

Alle diese Verbindungen haben sich durch bakteriologische 
Untersuchung von antiseptischer Wirkung erwiesen, wenn schon 
von ungleicher Starke. 

Dakin ist mit Riicksicht auf den Grad der bakterien- 
titenden Higenschaften, der Abwesenheit der eiweiBkoagu- 
lierenden und iatzenden Wirkungen auf organisches Gewebe, 
die vergleichsweise geringe Giftwirkung, die sich bei subkutaner 
Injektion geltend machte, und beziiglich der leichten Léslich- 
keit in Wasser zu dem Ergebnis gekommen, da p-Toluol- 
sulfochloramidnatrium den iibrigen Chloramiden als Wund- 
antisepticum der Vorzug zu geben ist. SchlieBlich sei hervor- 
gehoben, daB die fragliche Substanz aus eiem ziemlich wert- 
losen, bei der Saccharinfabrikation erhaltenen Beiprodukt 
(p-Toluolsulfonsiure) hergestellt wird. 

p-Toluolsulfochloramidnatrium kommt im _ allgemeinen 
Handel unter einer Anzahl Phantasienamen vor. Schon 
Dakin?) schlug seinerzeit die Benennung Chloramin T vor — 
Buchstabe T wiirde auf die Eigenschaft als Toluolpraparat 
hinweisen. Unter anderen Trivialnamen wiren zu nennen 





1) Dakin, Cohen, Daufresne, Kenyou, Proc. Royal Soc. 
London Bd. 89, Ser. b., S. 232 (1916). 
*) Dakin, a. a. O.*) 
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olamin, Chiorazen, Tochlorin, Chloramin ,,Heyden“, Mianin, 
Euchlorina. 

Das fragliche Priparat stellt ein weibes, krystallinisches 
Pulver von schwachem, dem Hypochlorit gleichendem Geruch, 
dar und ist in etwa 6 Teilen Wasser von 15° C. léslich. Die 
wiBrige Lisung reagiert schwach alkalisch. 

Betrefis der chemischen Konstitution des Chloramids 
schlieBen sich Chattaway und Dakin der von Hantzsch 
und Dollfus') schon 1902 ausgesprochenen Ansicht an, daB 
halogenierte Siureamide in zwei tautomeren Formen auftreten, 
von den letztgenannten Forschern Pseudosiureformen und Imid- 
siure-(Aci-jformen genannt. 


LU 
2 Ya > 1% 
ROL RO 

Die letztere, die den Charakter einer wirklichen Saure 
mit dissoziierbarem Wasserstoff hat, ist zweifelsohne die wahr- 
scheinlichste, sobald das Praiparat in der Form des Alkalisalzes 
auftritt. p-Toluolsulfochloramidnatrium, das mit 3 Krystall- 
wasser krystallisiert, wiirde somit dieser Betrachtungsweise 
gemab folgender Konstitutionsformel zugeteilt werden kénnen: 

CH, 


| -ONa 
S=-=---NCl + 3H,0O. 


"Ae 
‘SO 
Bei der vorliegenden Untersuchung stand mir das ,,Heyden- 
sche“ Priparat zur Verfiigung, das bei der Analyse von 
vollauf zufriedenstellendem Reinheitsgrad befunden wurde, 
wenn auch dasselbe wegen der Neigung zur Verwitterung 
einen gréBeren Gehalt von ,,wirksamem Chlor“ zeigte, als obiger 
Formel entspricht. 
Bevor ich zum Bericht iiber meine eigentliche Unter- 
suchung iibergehe, nimlich die Einwirkung des Chloramides 


') Hantzsch u. Dollfus, Chem. Ber. Bd. 35, 8. 228, 250 (1902). 
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auf gewisse in der tierischen Zelle vorkommende Stoffe, sollen 
gewisse fiir die kommende Untersuchung bedeutende Eigen- 
schaften des fraglichen Praparates angefiihrt werden. 

Wie bereits vorher betont, hat das fragliche Priparat 
schwach alkalische Eigenschaften. 1 g verbraucht bei der 
Titrierung etwa 0,3 com n/10-Saéure (Phenolphthalein). Bei der 
colorimetrischen Untersuchung der Alkaleszenz in 2 °/, iger 
wiBriger Lésung war dieselbe von einer Stiirke, die einem 
Wert von etwas iiber p,, = 8 entsprach. 

Bei der Ansiuerung entwickelt sich Chlor. Hierbei wird 
in erster Linie die dem Salz entsprechende Chloraminsiure 
freigemacht. Diese letztere zerfillt unmittelbar in Sulfamid 
und unterchlorige Siiure. Das Sulfamid wird hierbei, wenn 
die Lésung nicht zu sehr verdiinnt ist, in Form eines weiben 
krystallinischen Niederschlages ausgefillt, wihrend die gebildete 
unterchlorige Siure auf gewéhnliche Art unter Entwicklung 
von freiem Chlor zerfillt. 


1) R-SO,NaNCl | HCI)” R-SO,NHCI 
> H.O + Cl,. 


> R-SO,NH, + HCIO. 


(+ HO) 


2) HClO (+ HC!) 


Wird Chlor- oder Jodwasserstoft bei der Ansiuerung be- 
nutzt, so macht ein Molekil Chloramid 2 Atome Chlor 
bzw. Jod frei — ein Verhiltnis, auf das bei einer 
eventuellen jodometrischen Bestimmung des Chlorgehaltes des 
Chloramides das Augenmerk zu richten ist. Die hierbei 
gefundene Chlormenge ist aus soeben angefihrten 
Griinden doppelt so groB wie die im Priaparat ent- 
haltene. Unter den iibrigen chemischen Eigenschaften des 
Priparates sei weiter das Reaktionsvermégen mit «-Aminofett- 
siiuren hervorgehoben. Dakin") beobachtete bei der Ein- 
wirkung des Priparates auf eine Aminofettsiure eine krystalli- 
nische Fallung von Sulfamid unter gleichzeitiger Entwicklung 
eines stechenden Geruches, der vermutlich von der Bildung 
von Chloraminfettsiuren herstammte. Bei Aufbewahrung der 
Mischung oder bei deren Erwiirmung wird CO, freigemaclit 





1) Dakin, a. a. O. 
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und es bilden sich Aldehyde von ungleicher Art. Glycin gab 
Formaldehyd, Alanin Acetaldehyd, Leucin Isovaleraldehyd, 
Tryptophan eine blauviolette Substanz, die in Amylalkohol 
lislich war und schlieBlich dem gefirbten Produkt glich, das 
bei Hopkins Glyoxylreaktion erhalten wird. Blutserum hinter- 
lieB nach 2—3 Wochen langer Behandlung mit Chloramid ein 
die Farbenreaktionen gebendes Destillat, die fiir Formaldehyd 
und Acetaldehyd charakteristisch sind. Weiter erhielt Dakin 
ein Phenylhydrazon mit dem Schmelzp. 135—150° C., ver- 
mutlich eine Mischung von Phenylhydrazonen der genannten 
Aldehyde. 

Durch Langhelds') und Dakins*) Untersuchungen ist 
es sicher bewiesen, daf Hypochlorit in erster Linie die Stick- 
stoffgruppe der «-Aminofettsiuren unter Bildung von Chlor- 
aminsiuren angreift. Diese Substanzen zerfallen weiter unter 
CO,- und H,N-Abspaltung in Aldehyde mit einem Kohleatom 
weniger im Molekiil als das Ausgangsmaterial. Anderseits 
eveht aus Dakins vorher genannter Untersuchung hervor, dab 
Chloramid bei der Einwirkung auf die Proteinstoffe und deren 
Hydrolyseprodukte dieselben Spaltungsprodukte verursachen 
wie Hypochlorit. Wir haben folglich allen Grund zu der An- 
nahme, dab der Reaktionsverlauf zwischen den genannten 
Substanzen und Hypochlorit- bzw. Chloramid ziemlich gleich- 
artig ist. DaB das an den Stickstoff gebundene Chlor- 
atom des Sulfochloramides mit den Stickstoffgruppen der 
Proteinstoffe in Reaktion tritt, diirfte mit Riicksicht auf das 
bereits Angefiihrte ohne weiteres klar sein. Ob diese Wirkung 
des Chloramides als eine direkte anzusehen ist oder ob sie 
vielleicht durch eine vorhergehende Abspaltung von Hypochlorit 
aus dem anwesenden Chloramid vermittelt wird, ist jedoch eine 
offene Frage und zwar aus folgenden Griinden. 

Wie bereits vorher genannt, kann Chloramid dadurch 
hergestellt werden, da8 man Natriumhypochlorit auf das Sulfamid 
einwirken 1aBt. 

R-SO,NH, + NaClO = R-SO,NaNCl + HO. 
') Langheld, Chem. Ber. Bd. 42, S. 392, 2360 (1909). 
*) Dakin, Cohen u. and., a. a. O. 
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Dakin stellt die Frage zur Diskussion, ob sich nicht die 
gleichartige Wirkung des Chloramides und des Hypochlorits 
auf Aminofettsiiuren am einfachsten durch die Annahme er- 
klaren heBe, daB obengenannter Reaktionsverlauf — wie auch 
hier graphisch dargestellt — reversibel wire. In waBriger 
Lésung wiirde demnach das Chloramid teilweise in Amid und 
Hypochlorit gespalten werden und hiermit wird die Schwierig- 
keit, die Gleichheit in der Wirkung der beiden Substanzen auf 
die Proteinstoffe und deren Hydrolyseprodukte zu erkliren, 
behoben. An und fiir sich scheint mir die Vernveinung der 
traglichen Reversibilitit ein mit Riicksicht auf die tbliche Be- 
trachtungsweise ziemlich kiihn ausgesprochener Gedanke zu 
sein. Wir werden indessen die Griinde, die Dakin anfiihrt, 
als Beleg fiir seine diesbeziigliche Ansicht priifen. 

Dakin fihrt folgendes an: 

1. ,,Die wiBrige Lésung vieler Chloramide ist bemerkens- 
wert stabil. — Toluolsulfochloramidnatriumlésung behalt seine 
Stirke unverindert monatelang bei, wihrend bei eventueller 
Anwesenheit von Hypochlorit eine Dekomposition schnell ein- 
treten miiBte. 2. Chloramidlésung reagiert nicht mit Anilin, 
Indigo usw. — charakteristisch fiir Hypochlorit.“ 

Hiergegen sei angefiihrt, daB eine nach Dakin-Daufresne’) 
bereitete Natriumhypochloritlésung eine fast unbegrenzte Halt- 
barkeit besitzt, vorausgesetzt, daB die Hydroxylionenkonzen- 
tration nicht durch eimen zu hohen Bicarbonatgehalt unter 
einen gewissen Wert?) gedriickt wird. 

Die Angaben Dakins schheBlich iiber ungleiches Verhalten 
des Chloramids und Hypochlorits dem Anilin und Indigo 
gegeniiber sind ebenfalls im groBen ganzen unrichtig. Die 
Dakin-Daufresnesche Natriumhypochloritlisung reagiert 
nicht, Chloramidnatriumlésung auBerst schwach positiv 
mit Anilinlésung, Indigo wird von beiden Lésungen entfirbt, 
auch wenn die Entfarbung wesentlich schneller bei Anwesen- 


') Carrel et Deheliy, Le traitement des plaies infectées 
(Paris 1914). 
*) Engfeldt, Svensk Farm. Tidskr. 1921, Bd. 24—30. 
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heit von Hypochlorit verliuft. Als Stiitze hierfiir sei folgender 


von mir ausgefiihrte Versuch angefihrt. 


Versuch mit Anilin. 


A. Chloramidnatriumlésung, 2°, ig, frisch 


1. 10 ecm + 3 Tropten 1 °/, iger Anilinlésung, 15° C.: 


be 


| 
10 com + 5 a Pe a 37° C.: ; 


lésung, 37° C.: | 


Bb. Na-Hypochloritiésung, 


10 eem + 1 eem 10°/, NaOH + 3 'Tropfen Anilin- [ 


zubereitet. 


Keine Firbung 
innerhalb 2 Min., 
nach 3 Min. sehr 
schwache 
violette Firbung. 


Deutliche, aber 
schwache _‘ Vio- 
lettfirbung _ be- 
reits nach 1 Min. 


Selbst nach 
15 Minuten keine 
Firbung 


0,5 °/, NaClO + 0,5 °/, Na,CO, + 0,45°/, NaHCoO.,. 


i. 10ecem + 3 Tropfen 1°/, iger Anilinlésung, 15° C.: 


~ 


2, 10 ecem + 3 = x a 87° C.: 


ee) 


10 eem + 1 com 10°/, NaOH + 3 Tropfen Anilin- 
lésung, 15° C.: 


Versuch mit Indigo. 


Auch nach 
lingerer Aufbe- 
wahrung keine 
Violettfiirbung. 


desgl. 
Unmittelbar 


intensive Violett- 
firbung. 


Chloramidnatriumlésung, 2°/,ig, frisch zubereitet, 15° C. 


10 com + 0,1 mg indigodisulfonsaures Na: wurde unmittelbar entfirbt. 


10 cem + 0,2 mg ° . entfirbt: nach 20 Sekunden. 
10 com + 0,4 mg ‘ ‘s 4 - = 9 
10 cem + 0,8 mg m . és » 15 Minuten. 
10 cem + 1,6 mg ‘ os 5 of 

St C. 


10 cem + 2 mg indigodisulfonsaures Na, wurde entfarbt nach: 7 Min. 
9 


i\Oeem + 4 mg ;, 
t(Ocem + 38mg ‘g or - ma 
10 cem + 10 mg ” ) 9 


iO cem + 25 mg 


a ae ee 


e & 
” 28, 


nach 6 Min. rotbraune 
Farbe, die allmahlich in 


| gelb tiberging. 
{ nach 7 Min. rote Farbe, 
0 ecm + 50 mg 





im iibrigen wie vorher- 


gehend. 
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Aus den angefiihrten Versuchen geht hervor, da8 Chloramidnatrium- 
lésung positiv mit Anilin unter Violettfiirbung reagiert, wihrend Natrium- 
hypochlorit nicht einmal bei Kérpertemperatur irgendeine derartige 
Reaktion gibt. Zu bemerken ist, da8 man bei der Anwendung gréBere: 
als der hier oben angegebenen Mengen von Anilin eine braunschwarze 
Fallung mit Natriumhypochlorit erhilt, was als positiver Ausschlag ge- 
deutet werden kann. SchlieBlich bemerken wir die auSerordentliche 
Bedeutung fiir das Auftreten der Anilinreaktion, welche die Anwesenheit 
von Alkalihydroxyd hat. Eine mit der genannten Substanz versetzte 
Dakinsche Liésung gibt unmittelbar eine intensive rotviolette Firbung 
mit Anilin, wiihrend Chloramidnatriumlésung bei Anwesenheit dieser 
Substanz ganz und gar das Vermégen, die Anilinreaktion zu geben, ver- 
liert. Die Anilinreaktion bietet somit gewisse Schwierigkeiten in der 
Ausfiihrung. Thr Auftreten oder Ausbleiben beruht auf den Versuchs- 
bedingungen — dem Verhiltnis zwischen den Agenzien sowie der Ht- 
Konzentration. Einerseits bemerken wir, daB ein UberschuB an Alkali- 
hydroxyd die Voraussetzung fiir das Auftreten der Reaktion beim Versuch 
mit der Dakinschen Natriumhypochloritlésung ist, andererseits, daB die 
Anwesenheit dieser Substanz die Reaktion mit Chloramidnatrium ver- 
hindert. Dieser Widerspruch lift sich so erkliiren, daB die Anwesenheit 
von Alkalihydroxyd das Vermégen des Chloramidnatriums, in wiBriger 
Lésung Hypochlorit abzuspalten, aufhebt oder vermindert. 

Betreffs der Indigoreaktion bemerken wir schlieBlich, daB sowohl! 
Hypochlorit als auch Chioramid eine Abfiirbung bewirken. Allerdings 
geschieht diese bedeutend schneller bei Anwesenheit von Hypochlorit 
als bei derjenigen yon Chloramid, aber irgendeine prinzipielle Verschie- 
denheit im Verhalten dieser Substanzen zu Indigo scheint mir nicht vor- 
zuliegen. 

Aus den angefiihrten Versuchen geht also hervor, daB sich die von 
Dakin genannten und gegen die Annahme gerichteten Griinde, das 
Chloramidnatrium werde hydrolytisch unter Abspaltung von Hypochlorit 
beeinflubt, als fehlerhaft erwiesen haben. Mit Riicksicht auf die Reak- 
tionen des Chloramids im iibrigen scheint es nicht unwahrscheinlich, 
da8 die genannte Substanz in wi8riger Lisung teilweise, wenn auch in 
geringem Grade in Hypochlorit und Amid gespalten ist. 

Sulfochloramidnatrium ist nach den bisher gemachten Er- 
fahrungen in Substanz, praktisch genommen, unbegrenzt haltbar. 
Auch die wiBrige Liésung ist nach Dakins Untersuchungen 
von groBer Haltbarkeit. Nach einer Aufbewahrung von 132 Tagen 
an einem dunklen Platz konnte Dakin keine Verminderung 
in dem Gehalt an ,wirksamem Chlor“ nachweisen; wurde die 
Lésung dem Tageslicht ausgesetzt, so lieB sich doch eine ge- 


wisse, wenn auch unbedeutende Verminderung wahrnehmen. 
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Meine eigenen Untersuchungen haben beziiglich des 
»Heydenschen“ Priparats die Richtigkeit dieser Beobachtungen 
bestiitigt, abgesehen was den Grad der Lichtempfindlichkeit 
betrifft. Hine dem direkten Sonnenlicht ausgesetzte 
waiBrige Loésung von Chloramidnatrium wird sehr 
schnell zerlegt. Schon nach 5—10 Minuten triibt sich die 
Lésung von einer ausgefillten, fein verteilten, farblosen Sub- 
stanz — eine Gasentwicklung findet gleichzeitig statt, und der 
Gehalt an ,,wirksamem Chlor* sinkt schnell (nach 3 Stunden 
mehr als 20°/, Verlust). Das entwickelte Gas erwies sich bei 
der Analyse’) als so gut wie reines Stickstoffgas, die ausgefallte 
Substanz als ein stickstofffreier, jedoch chlorhaltiger K6érper 
(chlorierte Sulfonsiuren). Bei dieser photochemischen Reaktion 
findet wahrscheinlich eine Einwanderung von Chlor in den 
Benzolring statt. Die Lésung wird allmihlich sauer — ein 
Umstand, der unwillkiirlich den Gedanken an die Méglichkeit 
nahelegt, daB Chlor aus vorhandenem, noch nicht zerlegtem 
Chloramid freigemacht wird. 


bh. Die Einwirkung des p-Toluolsulfochloramidnatriums 
auf gewisse organische Substanzen. 

Bei der Untersuchung der Kinwirkung des p-Toluolsulto- 
chloramidnatriums auf gewisse vom biochemischen Standpunkt 
interessante organische Substanzen befolgte ich hauptsiachlich 
ebendenselben Plan wie den in meiner neulich in dieser Zeit- 
schrift veréffentlichten Arbeit iiber die Kinwirkung der Dakin- 
schen Hypochloritlisung. ”) 

Mit Riicksicht auf das Resultat der in der vorliegenden 
Arbeit niedergelegten Ermittlungen kann Chloramidnatrium als 
eine organische Hypochloritverbindung betrachtet werden. Ein 
Molekiil Chloramid ist Aquivalent mit einem Molekil Hypo- 
chlorit. Im Hinblick auf das Molekulargewicht des Chloramids 
hesitzt eine etwa 2°/,ige Liésung einen Gehalt von abspalt- 


1} 96,7°/, Ne 
21 Od, 


ie eh. 
*) Engfeldt, Diese Zs. Bd. 121, S. 18 (1922). 
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barem Hypochlorit, der demjenigen in der Dakin-Daufresne- 
schen vorgeschriebenen entspricht. Bei simtlichen Versuchen 
wandte ich Chloramid in obengenannter Starke an. Die Gleich- 
heit bzw. Verschiedenheit in seiner Wirkung im Vergleich mit 
der Dakinschen Lésung geht also ganz einfach aus den Ana- 
lysenresultaten hervor. In den meisten Fallen wurden die 
Versuche sowohl bei Zimmer- als auch bei Kérpertemperatur 
ausgefihrt. 

In meiner soeben zitierten Arbeit in dieser Zeitschrift habe 
ich darauf aufmerksam gemacht, daB bei der Kinwirkung des 
Hypochlorits auf Proteinstoffe saure Substanzen von wechselnder 
Zusammensetzung gebildet werden. Durch den Uberschu8 an 
Alkalicarbonat, der in der Dakin-Daufresneschen Lésung 
enthalten, ist die Gefahr fiir das Auftreten saurer Reaktion 
und das Freiwerden von Chlor, praktisch genommen, beseitigt. 
Eine Lésung von Chloramidnatrium — wenigstens aus dem 
reinen Heydenschen Priaparat bereitet — enthalt nur einen 
sehr geringen Uberschu8 an Alkali. Allerdings hat eine wiibrige 
Lésung von Chloramidnatrium alkalische Reaktion, aber die 
titrimetrische Untersuchung hat dargelegt, daB dieser Uber- 
schuB héchst unbedeutend ist. Es liegt unzweifelhaft der Ge- 
danke nahe, daB der genannte Mangel an AlkaliiiberschuB zu 
bedenklichen Folgen bei der praktischen Anwendung der Liésung 
als Wundmittel fiihren kann, und das aus folgendem Grunde: 
Dakin hat, wie oben erlaiutert, gezeigt, daB Chloramidnatrium 
mit Proteinstoffen und deren Hydrolyseprodukten auf dieselbe 
Weise reagiert wie Hypochlorit. Mit Riicksicht auf dieses Ver- 
halten ist die Bildung saurer Substanzen in solchen Mengen, 
daB das Medium saure Reaktion bekommt, nicht unwahrschein- 
sich. Die Folge — eine Entwicklung von freiem Chlor — 
muB hervorgehoben werden. Fiir die Beurteilung der Anwend- 
barkeit des Chloramids als Wunddesinfektionsmittel scheint mir 
eine Auseinandersetzung dieser Frage wiinschenswert. Im fol- 
genden wollen wir den Versuch zu einer experimentellen Be- 
handlung derselben machen. 
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1. Die Einwirkung des Chloramids auf Kohlehydrate 
und Fette. 


1 g Glykose, bzw. 1 g Speiseél wurden mit 100 ccm etwa 
2°/,iger Chloramidlésung (133 ccm n/10) gemischt und bei 37°C. 
wahrend 24 Stunden thermostatbehandelt. Bei der jodometrischen 
Bestimmung des Chloramidgehalts erwies es sich, da derselbe 
im Wert nur um 1,5 bzw. 2,3°/, des urspriinglichen gesunken 
war. Im ersteren Falle waren 2 ccm, im letzteren 3 ccm des 
zugesetzten Chloramids (133 ccm n/10) verbraucht. Vergleichen 
wir diese Wirkung mit der des Hypochlorits", so ist der Unter- 
schied augenfillig. Schon nach 3 Stunden hatte Glykose 122 ccm 
n/10-NaClO oder 100°/, der zugesetzten Menge verbraucht, 
Fett dagegen 12 ccm oder 9,9°/,. 

Bereits hier begegnet uns also ein erheblicher Unterschied 
im Reaktionsvermégen des Chloramids, bzw. des Hypochlorits. 
Im groBen ganzen geht aus den angefiihrten Versuchen hervor, 
daB dem Chloramidnatrium das Vermiégen fehlt, Kohle- 
hydrate und Fett zu beeinflussen. 


2. Die Einwirkung des Chloramids auf die Protein- 
stoffe und deren Hydrolyseprodukte. 

Schon einleitend sei angefiihrt, daB ich bei meinen Unter- 
suchungen iiber die Wirkung des Chloramids auf Proteinstoffe 
und deren Hydrolyseprodukte vom qualitativen Gesichtspunkte 
nicht zu Ergebnissen gekommen bin, die wesentlich von den 
von Dakin gefundenen abweichen. So wurde festgestellt, daB 
Glykokoll die Bildung von Formaldehyd, Alanin die des Acet- 
aldehyds, Phenylalanin die des Phenylacetaldehyds verursacht. 
Ich muB6 folglich nochmals betonen, daB Chloramid mit Amino- 
fettsiuren auf eine Weise reagiert, die vom qualitativen Ge- 
sichtspunkte mit der Reaktion des Hypochlorits als gleichartig 
zu betrachten ist. Dagegen hat die quantitative Untersuchung 
gewisse Verschiedenheiten in der Reaktionsart des Hypochlorits 
und Chloramids ergeben, auf die hier unten naher eingegangen 
werden soll. 


1) Engfeldt, a. a. O. 
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Versuch mit Aminofettsauren. 

Material: Glykokoll, Alanin, Phenylalanin. Diese Ver- 
suche wurden im allgemeinen sowohl bei Zimmer- wie Kérper- 
temperatur ausgefiihrt. In gewissen Fillen durfte das oben 
bezeichnete Material in Aiquimolekularen Verhiltnissen reagieren, 
in anderen bei bedeutendem UberschuB an Chloramid. Gewisse 
Versuche wurden bei Anwesenheit von 0,5°/, Na,CO, aus- 
gefiihrt in der Absicht, Material fiir die Beurteilung der Frage 
zu erhalten, ob ein UberschuB8 an Alkali irgendwelche Kin- 
wirkung auf die Durchfiihrung der Reaktion zwischen Chlor- 
amid bzw. Aminofettsiuren ausiibt. 


Versuche in iquimolekularen Proportionen (ca). 
Tabelle 1. 
Glykokoll, 0,5 g. 





146 cem n/10-Chloramid 146 ecm n/10-Chloramid 
Zimmertemperatur K6rpertemperatur 
Leit Chloramid- | Chloramid- Chloramid- Chloramid- 
verbrauch | verbrauch verbrauch verbrauch 
| 
eem n/10 =| “ie eem n/10 mi. 
30 Min. — — 96 65,7 
1 Stde. . 5,5 130 89 
15 4, ste 141 96,6 
2,5 Stdn. 18 12,3 oie ae 
) . — — 146 160 
2 Ci, 146 100 ral = 








Tabelle 2. 
Glykokoll, 0,50 g + 0,5 g Na,CO,. 














146 ecm n/10-Chloramid 146 ecem n/10-Chloramid 
Zimmertemperatur K6orpertemperatur 

Zeit Chioramid- | Chloramid- Chloramid- Chloramid- 

verbrauch verbrauch verbrauch verbrauch 
cem n/i0 | 7. eem n/10 %),, 
30 Min. — — ae | 7,5 
1 Stde. 2 | 1,4 — — 
ae — | a 338 22,6 

2,5 Stdn. 9 | 6,2 -- 

Sy — | — 86 58,9 
24 C,, 36 | 24,6 145 99,8 
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Tabelle 3. 


Alanin, 0,59 g. 
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154 cem n/10-Chloramid 146 cem n/10-Chloramid 
Zimmertemperatur Korpertemperatur 
Zeit Chloramid- Chloramid- Chloramid- | Chloramid- 
verbrauch verbrauch verbrauch | verbrauch 
ecm n/10 i eem n/10 |  * 

5 Min — _ 36 24,7 
15 ,, ‘ — 90 61,6 
15, sh sing 129 38,7 
7 » 38 24,7 —_ — 
120, 56 36,4 a sil 
240, 104 67,5 sae _ 
255, _ eh 136 93,2 
6 Stdn. 117 76 ~~ — 

24 135 87,7 - a. 
Tabelle 4. Alanin, 0,59 g + 0,5 g Na,CO,. 
159 ccm n/10-Chloramid 146 cem n/10-Chloramid 
Zimmertemperatur Koérpertemperatur 
Leit Chloramid- | Chloramid- | Chloramid- | Chloramid- 
verbrauch | verbrauch verbrauch | verbrauch 
eem n/10 | °/, cem n/10 | +. 

5 Min. ao 38 26 
15, in - 91 62,3 
45 _ _ 122 83,6 
1b, 29 18,2 ne se 
120, 51 32.1 _ si 
240 ,, LOS 66 — nat 
255, sa sie 129 88,7 
6 Stdn. 134 84,3 oe sie 
24, 147 92,4 cats te 

















Tabelle 5. Phenylalanin, 1,10 g. 








Sect 





Zeit 


15 Min. 
50 
70 

0 


? 
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Chloramidverbrauch 
eem n/10 


65 
112 
135 
139 


142 cem n/10-Chloramid; Kérpertemperatur 


Chlo ramidverbrauch 





















14 N. O. Engfeldt, 


Tabelle 6. 
Phenylalanin, 1,1 g + 0,5 g Na,CO,. 








142 ccm n/10-Chloramid; Kérpertemperatur 
Zeit ‘ | , 
Chloramidverbrauch | Chloramidverbrauch 
ecm n/10 % 
5 Min. 55 38,7 
oe . 120 | 87,4 
50, 133 | 93,7 
oo . 140 98,6 





Versuche mit Alanin und groBem UberschuB8 an Chlor- 
amid (K6rpertemperatur). 
Tabelle 7. 


Alanin, 0,3 g (0,00337 Grammolekiil) + 300 cem Chloramid (435 cem n/10 = 
0,02175 Grammolekiil). 








aa Ee Chloramidverbrauch Chloramidverbrauch 
mane eem n/10 | 
/0Q 
1 Tag 177 40,7 
2 Tage 183 42,1 
ec 186 42.8 








Ich werde nun zur Priifung der Analysenresultate iiber- 
gehen. Wir bemerken zunichst, daB die Geschwindigkeit, mit 
der die Reaktion zwischen Chloramid und Aminosiuren ver- 
lauft, bei einer Temperatursteigerung bis 37°C., in keinem 
unbedeutendem Grade erhéht wird. An und fiir sich kommt 
dieses Verhalten natiirlich nicht unerwartet, aber hinsichtlich 
der Anwendung des Priparates als Wunddesinfektionsmittel — 
Irrigation der Wundoberfliche, ca. 37° C. — wollte ich die 
Sache als Verdienst des besprochenen hervorheben, Irgendein 
wesentlicher Unterschied zwischen der Reaktionsgeschwindig- 
keit des Chloramids und des Natriumhypochlorids im Verhiiltnis 
zu Aminofettsiiuren geht aus den Versuchen kaum hervor, auch 
wenn eine gewisse Verschiedenheit hervortritt. So reagiert 
Chloramid mit anwesendem Glykokoll bei K6érpertemperatur 
etwas schneller als Hypochlorit. Andererseits bemerkt man 
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Tabelle &. 


Alanin, 0,3 g (0,00337 Grammolekiil) + 300 eem Chloramid') (438 eem n/i0 
= 0,0219 Grammolekiil). 





— Chloramidverbr. | Chloramidverbr. 
Zeit . Anmerkung 
cem n/10 lo 

1 Tag 184 42 
2 Tage 189 43,1 
a 196 44,7 > 52,6 mg Acetaldehyd 
5 210 47,9 ~ 39.4 ,, 
: » 221 50,5 
11 250 57,1 > 24,1 
a 270 61,6 a 











eine etwas kleinere Reaktionsgeschwindigkeit zwischen Chlor- 
amid und Alanin bzw. Phenylalanin im Verhiltnis zu der 
mit Hypochlorit fiir diese Stoffe gefundenen. LEinige Zahlen 
der aufgefiihrten Tabellen (Tab. 1—6) beleuchten diese Be- 
hauptung. Bei K6érpertemperatur verbraucht Glykekoll nach 
30 Min. 96 ccm n/10-Chloramid oder 65,7°/, der urspriing- 
lichen Menge (NaClO:50 ccm n/10 oder 41°/,), Alanin nach 
5 Min. 36 com n/10-Chloramid oder 24,7°/, (NaClO:87 ccm 
n/10 oder 63,5°/,), Phenylalanin nach 5 Min. 65 cem n/10- 
Chloramid oder 45,8°/, (NaClO:98 ccm n/10 oder 80,3 °/,). 
Kine andere Frage, namlich welchen Einflu8 die An- 
wesenheit von Alkalicarbonat auf das Reaktionsvermégen des 
Chloramids ausiibt, wird hiermit zur Diskussion gestellt. 
Hypochlorit bewirkt bei EKinwirkung auf Amuinofettsiuren 
und Proteinstoffe die Entstehung saurer Substanzen. Anderer- 
seits zerfillt Hypochlorit beim UberschuB von Wasserstoff- 
ionen in freies Chlor. Deswegen habe ich’) in meiner vorher- 


') Wie vorher hervorgehoben, reagieren «-Aminofettsiuren mit 
Chloramid auf dieselbe Weise wie mit Hypochlorit, d.h. unter Stick- 
stoffgas- und Kohlendioxydentwicklung. Die Analyse des bei oben- 
stehendem Versuch gebildeten Gases ergab folgendes: 


1) 52,579, N, 2) 52,88°/, N, 
1,42 QO, 1,04 O, 
46,01 CO, 46,13 CO, 


*) Engfeld, Diese Zs. a.a. O. 
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gehenden Arbeit die Bedeutung und Notwendigkeit hervor- 
gehoben, daB eine fiir die Wundbehandlung bestimmte Hypo- 
chloritlésung einen gewissen Alkaliiiberschu8, eine _,,Alkali- 
reserve“, enthalt. Eine solche Alkalireserve ist nicht in einer 
Lésung von Chloramid als vorhanden anzusehen, wenigstens 
darf man annehmen, daB sie bis zu einer reinen Unerheblich- 
keit eingeschriinkt ist. Steigt vielleicht deshalb die H*-Kon- 
zentration bei der Einwirkung des Chloramids auf Aminofett- 
sauren? Im Hinblick auf das Resultat der von mir aus- 
gefiihrten Versuche zur Erforschung dieser Frage muB dieselbe 
bejahend beantwortet werden. Wir werden priifen, in welcher 
Hohe diese Steigerung in Kraft tritt. 

Kine 2°/,ige Chloramidlésung hat alkalische Reaktion 
mit einem py-Wert = 8—9. Wird eine derartige Liésung mit 
einer Aquimolekularen Menge einer vorher neutralisierten Amino- 
fettsiure versetzt, so wird die H*-Konzentration unmittel- 
bar gesteigert und niahert sich dem pg-Werte 7,5. Bei 
Thermostatbehandlung sinkt der pg-Wert der Mischung weiter, 
ohne daB er, auch nach langer Zeit, unter den Wert 7 geht. 
Kine Ausnahme hiervon macht jedoch Glykokoll, das ziemlich 
schnell einen py-Wert von 4,5 zeigt.) 

Schon in diesem Zusammenhang sei hervorgehoben, daB 
beim Vorhandensein von eigentlichen Proteinstofien in keinem 
Fall eine Senkung der p;;-Werte unter 7 nachgewiesen werden 
konnte. 

Priifen wir nun die Versuche, die mit Chloramid bei An- 
wesenheit von 0,5 °/,igem Na,CO, ausgefiihrt wurden, so finden 
wir, daB mit Ausnahme des Glykokolls, bei dem eine aut- 
fallige Senkung der Reaktionsgeschwindigkeit stattfindet, be1 
den iibrigen untersuchten Aminofettsiuren die Wirkung an- 
wesenden Carbonats unbedeutend war oder nicht mit Sicher- 
heit nachgewiesen werden konnte. Im folgenden werde ich 
jedoch zeigen, daB die Anwesenheit von Carbonat die Hin- 





*) Dieses Verhalten kann vielleicht die Erklarung zu der Tatsache 
liefern, daB Glykokoll vergleichsweise mit Chioramid schneller reagiert 
als mit Hypochlorit. Im ersteren Fall haben wir saure Reaktion und 
folglich teilweise mit der Wirkung von freiem Chlor zu rechnen. 
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wirkung des Chloramids auf Proteinstoffe in erheblichem Grade : 

hemmt. Cs 

Die Versuche schlieBlich, bei denen Chloramid in groBem , 

Uberschu8 vorkam, kénnen wir im groBen ganzen hinsichtlich 

der Resultate als mit meinen vorhergehenden Hypochlorit- 

versuchen zusammenfallend betrachten. Wir bemerken jedoch, 

daB Chloramid wesentlich triager reagiert. Nach 2—8 tiagiger 

Thermostatbehandlung hatte ein Grammolekiil Alanin ca 

2,9 Grammolekiile Chloramid verbraucht, dagegen ging der 

Hypochloritverbrauch schon nach einigen Stunden bis zu 

4 Grammolekilen. Erst nach 16 x 24 Stunden dauernder 

Thermostatbehandlung war der Chloramidverbrauch bis zu 

dieser Hohe gestiegen. Dab bei der Reaktion — hier ebenso 

bei der Kinwirkung von Hypochlorit — gebildete Acetaldehyd 

reagiert bedeutend triger mit Chloramid als mit Hypo- 

chlorit. 200 mg Acetaldehyd verbrauchen nach der in meiner 

vorhergehenden Arbeit angegebenen Analyse in 40 Min. bei 

, : Kérpertemperatur wenigstens 142 ccm n/10-NaClO oder alles 

. beim Versuch vorhandene. Zum Vergleich seien die von mir 

| : bei der Bestimmung des Acetaldehydgehaltes') in der Alanin- 
Chloramidmischung erhaltenen Resultate angefiihrt (Tab. 8). 





a ') Bei der Bestimmung des Acetaldehydgehaltes der Chloramid- 
' ) mischung wird auf folgende Weise verfahren: 10 cem Lésung verdiinnt 

e man mit Wasser zu 100 ccm, darauf setzt man 10 cem 25 %,ige NaOH 

i samt 10 cem n/10-Jod zu. Nach 10 Min. wird die mit KJ _ versetzte 

: Mischung angesiiuert und mit Thiosulfat titriert. Der erhaltene Wert, 
vermindert um den Jodtiter der Chloramidlésung (in saurer Lésung) 
wurde als Aldehyd (1 ccm n/10-J = 0,733 mg) berechnet. Die Methode 
ergibt keine quantitative Ausbeute [Fiirth u. Charnass, Biochem. Zs. 
Bd. 26, S. 199 (1910)]| — im vorliegenden Fall ca. 80°/,. Der oben an- 
gegebene Faktor fiir die Berechnung des Aldehydgehaltes setzt niimlich 





~- on 


; : voraus, daB das beim Jodzusatz gebildete Hypojodit nur unter Jodo- i | 
t = formbildung reagiert. Tatsidchlich finden zwei nebeneinander verlaufende 4 a3 
- : Reaktionen statt, nimlich sowohl eine Jodoform- als auch eine Acetat- if) 

‘ bildung. In dem MaBe wie die letztere Reaktion zustande kommt, wird FH 
e y der relative Jodverbrauch vermindert. Zur Jodoformbildung werden a. 
t s nimlich fiir jedes Molekiil 6 Atome Jod verlangt, wahrend bei der y 


direkten Oxydation des Acetaldehyds zu Essigsiiure nur 2 Atome Jod 
notig sind. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXVI. 2 
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Nach 5 x 2éstiindiger Thermostatbehandlung enthielt die 
Mischung mindestens von 52,6 mg Acetaldehyd, nach weiterer 
24 Stunden dauernder Thermostatbehandlung war die Acet- 
aldehydmenge bis zu 39,4 mg gesunken, der Chloramidverbrauch 
war gestiegen um 14 ccm n/,,; nach ferneren 13 x 24 Stunden 
wihrender Behandlung blieben 15,4 mg Acetaldehyd in der 
Mischung iibrig, obgleich weiterhin cin bedeutender Uberschub 
an Chloramid — 168 ccm n/i0 — zur Verfiigung stand. Als 
Reaktionsprodukt wurde Chloroform, mit anderen Worten eben 
dieselbe Substanz nachgewiesen, die bei der EKinwirkung von 
Hypochlorit gebildet wird. 


Versuche mit Hippursiure, Peptonen und eigenilichen 
Proteinstoffen. 

Hippursiiure wird im Gegensatz zu den Angaben Lang- 
helds und Dakins nach meinen vorhergehenden Versuchen 
von Hypochlorit beeinfluBt. Dieselbe zerfiillt unter Desami- 
dierung, Kohlendioxydentwicklung und hydrolytischer Spaltung. 
Als Reaktionsprodukte werden unter anderem Formaldehyd 
und Benzoesiure gebildet. Durch die Resultate dieser Ver- 
suche ist klargelegt, daB Hypochlorit das Vermégen besitzt, 
auf Stickstoif zu wirken, auch falls er in imidartiger Bindung 
vorkommt — die NHCO-Gruppe. In dieser Kombination tritt 
bekanntlich die Hauptmenge des in den Proteinstoffen ent- 
haltenen Stickstoffs aut. 

Beim Versuch mit Chloramid und Hippursiure 
(als Na-Salz) konnte noch nach 5 x 24sttindiger Thermo- 
statbehandlung bei Kérpertemperatur keine Ein- 
wirkung wahrgenommen werden. 

Chloramid wirkt folglich nicht auf den Stickstoff in 
NHCO-Verkettung ein und zeigt also beim Vergleich mit 
Hypochlorit ein prinzipiell abweichendes Verhalten in seinem 
Reaktionsvermégen. Mit Riicksicht auf dieses Verhalten ist 
eine wesentlich herabgesetzte Wirkung!) auf Proteinstoffe walr- 


') Die in den Proteinstoffen vorkommenden ,,freien“ NH,-Gruppen 
diirften jedoch zweifelsohne nach Art des Verhaltens der freien Amino- 
fettsiuren fiiv die Einwirkung des Chloramids erreichbar sein. 
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scheinlich. Die hier unten angefiihrten Versuche mit Chlor- 
amid und Proteinsubstanzen legen die Richtigkeit dieser An- 
nahme dar. (Tab. 9—11). 


Tabelle 9. 
0,5 g Pepton, Witte + 100 cem Chloramid (151 cem n/10). 37°C. 














Chioramid- sei aecatiecorad 
Zeit verbrauch Chloramid- Anmerkung 
verbrauch 
eemn/10, °%, ecem n/10; °%, 

30 Min. 10 6.6 9 6 Sehr schwache Gas-. 
2 Std. 25 16,6 20 13,2 | entwicklung, schwach 
’ are 39 25,8 27» 17,9 | aromat. Geruch, keine 

O4 |. 9) 59.6 50) 977 | Sulfamidausfillung 


Tabelle 10, 


i0 cem Blutserum') + 90 cem Chloramid (134 eem n/10). 37°C. 














+. 0,5 g Na,CO, 
Chlorami1- lia cetabgsiaied 
Zeit verbrauch Chloramid- Anmerkung 
verbrauch 
cem n/10) °/, ecm n/10 = °/, 
o Min, 2 1,7 i 0,8 Keine wahrnehmbare 
30 ,, 10 8,! 5 4,2 | Gasentwicklung, kein 
4 Std. 26 | 21,7 18 13,3 | aromat. Geruch, keine 
24, 69 «| (575 30 on Sulfamidausfillung 





') Bei Thermostatbehandlung einer Mischung von 15 cem Blut- 
serum -+ 250 cem Chloramid (355 cem n/10) wiihrend 8 x 24 Stunden 
wurden 230 cem n/10 verbraucht. Nach der Reduktion mit Ferrosulfat 
vei Anwesenheit von Alkalicarbonat nebst Destillieren in saurer Lésung, 
wurde ein Destillat erhalten, das iituBerst schwache Reaktion fiir 
ormaldehyd bzw. Acetaldehyd ergab. Nach dreiwéchentlicher Be- 
landlung wurde eine geringe Fallung von Sulfamidkrystallea wahr- 
genommen, 

9% 








20 N. O. Engfeldt, 


Tabelle 11. 
0,5 g Gelatine') + 100 cem Chloramid (155 cem n/10). 37°C. 














Chloramidverbrauch 
Zeit , Anmerkung 

ecm n/10 | ys 
1 Std. 16 11,3 Anfingliche schwache Gasent- 
Ww » 38 24 wicklung. Die Gelatine ging nach 
“4, 41 | 2 einer Stunde in Lésung. Schwach 
3 Tage 56 85.5 aromat. Geruch, keine Sulfamidaus- 

| fillung 

—_— 68 | 48 


Wir werden nunmehr zu der Priifung der Analysen- 
resultate iibergehen. Ich werde mich hierbei hauptsichlich 
bei den Serumversuchen aufhalten. Nach Tab. 9 verbrauchen 
10 ccm Blutserum nach 5 Minuten langer Thermostatbehandlung 
2 ccm n/10 oder 1,7°/, des beim Versuch vorhandenen. Meine 
vorhergehende Untersuchung hat gezeigt, daB 10 ccm Serum 
schon nach 1 Min. 70 ccm n/10 Hypochlorit oder 84,2°/, des 
zugesetzten verbrauchen. Nach 24 stiindiger Thermostatbehand- 
lung zeigten 10 ccm Serum einen Hypochloritverbrauch von 
896,6 ccm n/10, wahrend sich der Chloramidverbrauch unter 
gleichen Versuchsbedingungen auf 69 ccm n/10 einschrinkte. 
Fir jedes Grammatom abgespaltenen Stickstoffs wurden beim 
Hypochloritversuch 6,6 Grammatome NaClO als verbraucht 
konstatiert. Da die Desamidierung in dem angefihrten Fall 


') Gelatine wird ebenso wie andere Eiweifstoffe mit groBer Ge- 
walt von Hypochlorit angegriffen. So verbrauchen 0,5 g Gelatine bei 
Korpertemperatur schon in 5 Min. 114 cem n/10 oder 88°/, des zu- 
gesetzten. Bei Zimmertemperatur reagiert Hypochlorit weniger stiirmisch 
mit Gelatine. Die Gelatinebliitter quellen und gehen innerhalb 24 Stdn. 
volistindig in Lésung. Bei einem gleichartigen Versuch mit Chloramid 
waren nach 5 x 24stiindiger Einwirkung nur 17 cem n/10 verbraucht. 
Erst nach dieser Zeit war die Gelatine in Liésung gegangen. Bei Be- 
handlung von Gelatine mit Wasser bzw. schwacher Sodalésung konnte 
noch nach 3 Wochen langer Aufbewahrung bei Zimmertemperatur keine 
andere Einwirkung als das gewéhnliche Aufquellen wahrgenommen 
werden. Bei diesen Blindversuchen waren die Liésungen konserviert 
mit Toluol, um eine eventuelle Bakterieneinwirkung zu verhindern. 
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bis zu 85 °/, des Totalstickstoffs geschitzt werden kann, reagiert 
folglich jedes Grammatom des in der Proteinsubstanz ent- 
haltenen Stickstofls mit 5,6 Grammolekiilen NaClO. Wenden 
wir dieselbe Betrachtungsweise bei der Priifung des Chlor- 
amidversuches an, so erhalten wir auf 1 Grammolekiil Stick- 
stoff nur 0,43 Grammolekiil Chloramid, d. h. der Hypochlorit- 
verbrauch ist ca. 13 mal gréBer als der Chloramidverbrauch. 
Nach einer Thermostatbehandlung von 15 ccm Serum mit 
Chloramid im UberschuB wahrend 8 x 24 Stunden ging der 
Verbrauch bis zu 230 ccm n/10 oder 65°/, des zugesetzten. 
Auf jedes im Serum enthaltene Grammatom Stickstoff finden 
wir also trotz der langwierigen Behandlung nur 0,9 Gramm- 
molekiil Chloramid verbraucht. Weiter sei hervorgehoben, 
da bei den Versuchen mit Serum sicher die H*-Konzentration 
im Verlaufe der Einwirkung des Chloramids gesteigert wird, 
jedoch in keinem nachgewiesenen Fall derartig, daB der 
Pu-Wert unter 7,5 sinkt. Die Protein-Chloramidmischung be- 
hilt folglich ihre alkalische Reaktion auch nach langer Ein- 
wirkung bei, woraus folgt, daB irgendeine Gefahr fiir das Frei- 
werden von Chlor aus dem Chloramid bei der praktischen 
Anwendung des Priparates als Wundmittel nicht zu befiirchten 
ist. Ein Zusatz von Alkalicarbonat zu der Lésung scheint 
deshalb unnétig zu sein, ja mit Riicksicht auf die Herab- 
setzung des Reaktionsvermégens des Chloramids, das bei den 
Versuchen hervortritt (Tab. 9—10), nicht einmal wiinschens- 
wert. SchlieBlich bemerken wir, daB bei der Einwirkung des 
Chloramids auf Proteinstoffe keine direkt wahrnehmbare Stick- 
stoffgasentwicklung zustande kommt, und die Mischung keinen 
deutlichen, von Aldehyden (speziell Phenyl- und Oxyphenyl- 
acetaldehyd) verursachten Geruch erkennen 1aBt, alles im 
Gegensatz zu den bei den Hypochloritversuchen gemachten 
Beobachtungen. DaB unbedeutende Mengen an Aldehyden 
jedoch bei der langwierigen Einwirkung von Chloramid auf 
Proteinstoffe gebildet werden, geht aus dem Analysenresultat 
hervor.") 


) Bei der Destillation der Reaktionsmischung hat Dakin die An- 
wesenheit von Aldehyden konstatiert. Meine zu diesem Zweck aus- 
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Aus dem Gesagten ist folglich die wesentlich schwichere 
Hinwirkung auf Proteinstoffe ersichtlich, die Chlor- 
amid ausibt. 

Wie bereits im vorhergehenden gesagt wurde, haben meine 
Versuche mit Hippursiure solche Resultate ergeben, da ich 
mich zu der Annahme berechtigt glaube, dem Chloramid fehle 
— im groBen gesehen — das Vermédgen, den Stickstoff in 
imidsiureartiger Verkettung zu beinflussen, d.h. die Kinwirkung 
des Chloramides wurde auf die mehr peripher orientierten 
Stickstoffatome im Proteinkomplex, die sogenannten endgestellten 
NH,-Gruppen, lokalisiert. Auch wenn dieses in der Haupt- 
sache der Fall ware, so mu8 doch darauf hingewiesen werden, 
daB Gelatine durch die Kinwirkung vou Chloramid auch bei 
Zimmertemperatur in lésliche Form (siehe 8. 20) tibergefiihrt 
wird, und daB im Serum eine allerdings schwache, aber doch 
nachweisbare Aldehydbildung stattfindet, Phinomene, die auf 
eine hydrolytische Spaltung des genannten Proteinstoffes hin- 
deuten und die Annahme einer gewissen, wenn auch un- 
bedeutenden Einwirkung des in diesen Stoffen enthaltenen 
Imidstickstoffes wahrscheinlich machen. 


3. Die Einwirkung des Chloramids auf Ammoniak und 
Ammoniumsalze. 


Aus dem in meiner vorhergehenden Arbeit niedergelegten 
Bericht iiber die Einwirkung des Ammoniaks auf Hypochlorit 
ging — im groBen gesehen — hervor, daB die Reaktion zwischen 
diesen Kérpern nach folgender stéchiometrischen Formel statt- 


findet: 
2H,N + 3NaClO = N, + 3NaCl + 3H,0; 


2 Mol. H,N verbrauchen also unter Stickstoffgasentwicklung 





gefiihrten Versuche haben ganz undeutliche Resultate ergeben, auch 
wenn dieselben als positive anzusehen sind. Aldehyde sind erst nach 
sehr langdauernder Behandlung spurweise feststellbar. Im Gegensatz 
zu Dakin habe ich dieselben erst nach Zerstérung des Chloramidiiber- 
schusses mit Ferrosulfat ausgefiihrt. Es ist nicht undenkbar, daB die 
Aldehydausbeute steigt, wenn die Destillation direkt mit der Reak- 
tionsmischung ohne die Beobachtung dieser Vorsichtsmafregel vor- 
genommen wird. 
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8 Mol. Hypochlorit. Vorausgesetzt, daB das Ammoniak in 
Horm von Ammoniumsalz vorkommt, so wiirde dessen negativer 
Teil (HCl) freigemacht werden und die Mischung saure Reaktion 
erhalten. Wegen des Uberschusses der angewandten Hypo- 
chloritlésung an Alkalicarbonaten ist dieses jedoch ans- 
geschlossen. Ganz anders werden die Verhiiltnisse bei An- 
wendung von Chloramid, wo ein solcher AlkaliiiberschuB, 
praktisch genommen, fehlt. Bei saurer Reaktion zerfallt niim- 
lich sowohl Hypochlorit als auch Chloramid unter Entwicklung 
von freiem Chior, d. h. die Versuchsbedingungen werden wesent- 
lich geiindert. Im Hinblick darauf, daB Ammoniak bei der 
Einwirkung des Chloramids auf Aminofettsiuren und eventuell 
auch bei dessen Kinwirkung auf Proteinstoffe abgespalten wird, 
erschien mir eine Klarstellung der Wirkung des Chloramids 
auf Ammoniak bzw. Ammoniumsalze wiinschenswert. 


Tabelle 12. 


0,1173 g H,N (1/150 Grammol.) + 200 cem Chloramid (286 cem n/10). 








Ziimmertemperatur Kérpe Ttempel atur 





Rinsseads Sia en a ya Bind | BREE 
i ee | a | 
Zeit deren 1 Cc ee amid- a Chloranta: ae 
‘ i j 
verbraueh | verbrauech verbrauch | verbrauch 
Oi 4 | 4 \ / 
i eemn/10 | od P eem n/i0 |  * 
| ’ 
1 Std ‘ 1,5 | Q.5 4.5 1,6 
4 6 | 21 22 7,1 
24 LS | 5,2 82 28,7 


Tabelle 13. 


0,357 g dei Cl (1/150 Grammol.) + 200 cem Chloramid (286 cem n/10). 











| Zimmerte temperatur Korpertemper atur 
Zeit im ( ‘hlorami d- | Chlor: mid Chloramid- | Chloramid- 
verbrauch verbrauch verbrauch | verbrauch 
eem n/10 | af | cem nj 4oO | *. 
| . soo 
10 Min. | 187,3 | 65,5 191,5 67 
0. 189,4 | 66,2 202 70,6 
4Stdn. | 235.6 | 82,4 235,6 82,4 
we 4 
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Aus obiger Untersuchung geht hervor, da’ der Chloramid- 
verbrauch bei der Anwesenheit von Ammoniak ziemlich un- 
bedeutend ist, bei Zimmertemperatur in 24 Stunden 15 ccm n/10 
oder 5,2°/, des vorhandenen, bei Kérpertemperatur wahrend 
derselben Zeit 82 ccm n/10 oder 28,7°/, des vorhandenen. 
Wahrend des Verlaufes dieser Versuche war die Reaktions- 
mischung stets alkalisch. Irgendeine direkt sichtbare Stickstoff- 
gasentwicklung konnte bei Zimmertemperatur nicht wahr- 
genommen werden, dagegen war eine solche, wenn auch un- 
bedeutende bei Kérpertemperatur zu sehen. Auch bei Kérper- 
temperatur konnte wihrend des Verlaufes des Versuches keine 
Fallung von Sulfamid nachgewiesen werden. 

Die Versuche mit Ammoniumchlorid ergeben wesentlich 
abweichende Resultate. 

Irgendein Unterschied in der Reaktionsgeschwindigkeit bei 
Zimmer- und Kérpertemperatur war kaum feststellbar. Schon 
nach 10 Min. langer Einwirkung waren */, des zugesetzten 
Chloramides verbraucht. Nach 24stiindiger Aufbewahrung 
waren 258 bzw. 259 ccm n/10 Chloramid verbraucht oder 
etwa 90°/, der zugesetzten Menge. Die Reaktion blieb waihrend 
des Versuches in kurzem sauer (py < 4). Eine lebhafte Stick- 
stoffgasentwicklung kam unmittelbar zustande, wobei sich schnell 
eine Auskrystallisation von Sulfamid einstellte. Ein stechender 
Geruch (Chloramin, H,NCl) war weiter zu bemerken. 

Der gesamte Chloramidverbrauch ist bei diesen Versuchen 
créBer als er in dem Falle sein wiirde, wenn die Reaktion 


ausschlieBlich geméB der auf S. 22 angegebenen Reaktions- 


formel verliefe. 1/,,, Molekiil H,NCl verbraucht nach den in 
meiner vorhergehenden Arbeit angegebenen Resultaten auch 
bei groBem Uberschu8 an Hypochlorit 1/,,, Molekiil NaClo. 
Bei den Chloramidversuchen finden wir dagegen einen Ver- 
brauch von iiber 200 ccm n/10; d.h. ?/,,, Molekiil H,NCI ver- 
braucht mehr als 1/,,, Molekiil Chloramid. Wir diirfen zweifels- 
ohne in der wahrend des Versuches nachgewiesenen Anderung 
der Reaktion des Mediums die Ursache zu diesem Verhalten 
zu suchen haben. 
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4. Die Einwirkung des Chloramids auf gewisse 
Aldehyde. 


Bei der EKinwirkung des Chloramids auf «-Aminofettsiuren 
erhalt man Aldehyde der nichst tieferen Reihe. Aus der 
vorhergehenden Erérterung ging hervor, daB nur eine duBerst 
geringe Menge derartiger Substanzen bei der Einwirkung des 
Chloramids auf Proteinstoffe nachgewiesen werden konnte. 
Beriicksichtigt man den relativ geringen Chloramidverbrauch, 
der bei den letztgenannten Versuchen konstatiert wurde, so 
liegt die Annahme nahe, daf in Wirklichkeit auch eine geringe 
Aldehydbildung zustande kommt. Anderseits ist es jedoch 
denkbar, daB eine wesentlich gréBere Aldehydbildung inter- 
mediir stattfindet, aber daB das gebildete Aldehyd schnell 
oxydativ vom anwesenden Chloramid beeinfluBt wird und sich 
somit dem direkten Nachweis entzieht. Dieses ist allerdings 
beim ersten Blick weniger wahrscheinlich mit Riicksicht auf die 
‘Tatsache, daB eine Proteinchloramidmischung auch nach lang- 
wieriger Thermostatbehandlung keine saure Reaktion annimmt. 
Kin gewisses Steigen der H*-Konzentration wurde jedoch be- 
obachtet. Fiir eine allseitige Beurteilung des Reaktionsvermégens 
des Chloramids erschien mir aber seine Wirkung auf gewisse 
Aldehyde vom biochemischen Gesichtspunkte von Interesse. 

Aus diesem AnlaB stellte ich eine Untersuchung iiber die 
Wirkung des Chloramids auf Formaldehyd, Benzaldehyd und 
Zimtaldehyd bei Kérpertemperatur an. Die auf 8S. 15 an- 


gefiihrte Beschreibung iiber die Wirkung des Chloramids aut 


Alanin iiberlaBt auBerdem Material fiir die Beurteilung der 
Frage betreffs der EKinwirkung des Chloramids auf Acetaldehyd. 


; Tabelle 14. 
0,18 g Formaldehyd + 200 eem Chloramid (290 ccm n/10) 37° C. 





Chloramidverbrauch 


Zeit Chloramidverbrauch 
ecm n/10 Io 
30 Min. 0 0 
4 Stdn. 0 0 
2 Tage 2 0,7 
3 9 3 1 
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Tabelle 15. 


0,53 g Benzaldehyd + 100 cem Chloramid (145 cem n/10) 37° C. 





Chloramidverbrauch 








Zeit Chloramidverbrauch 
ecm 1/10 oP 
1 Stdn. A 2.8 
ts 10 6,9 
| Tag 87 sie 
a» 107 73,8 
3 yy 107 “98 
- 


Nabelle 16. 


4 


0,38 ¢ Zimtaldehyd -+ 100 eem Chloramid (145 cem n/10) 37° C. 








Toit Chloramidverbrauch Chloramidverbrauch 
cem n/10 WP 
3 Stdn. 2 1,4 
1 Tag 15 10,3 
= te 20 17,2 
3, 31 21,4 





Bei der Priifung der Versuchsresultate finden wir, dah 
mit Ausnahme des Benzaldehyds, bei dem der Chloramid- 
verbrauch ziemlich triage verliuft, aber doch augenfiillig ist, 
die Kinwirkung des Formaldehyds, praktisch genommen, gleich 
Null und die des Zimtaldehyds als unbedeutend angesehen 
werden kann. Die mit Hypochlorit und diesen Aldehyden 
vorher ausgetiihrten Versuche zeigen betreffs des Resultats im 
allgemeinen ein ganz anderes Bild. 

0,18 g Formaldehyd verbrauchen somit nach 24 Stunden 
langer Thermostatbehandlung bei 37° C. < 2 ccm n/10 Chlor- 
amid (der NaG:iO-Verbrauch unter gleichartigen Versuchs- 


/ 3 | 


bedingungen = 224cemn/10), 0,33 g Zimtaldehyd nach 24 Stunden 
15cemn/10 Chloramid (der NaClO-Verbrauch = etwa 120ccemn/10). 
Der Benzaldehyd scheint dagegen ziemlich gleichartig sowohl 
mit Chloramid als auch Hypochlorit za reagieren — iiqui- 
molekulare Mengen in beiden Fallen -——- auch wenn der Chlor- 
amidverbrauch langsamer vor sich geht. SchlieBlich ist die groBe 
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Triigheit, mit der der Acetaldehyd mit Chloramid reagiert 


(S. 15) anmerkungswert. 


Ausammenfassune. 

1. p-Toluolsulfochloramidnatrium (Chloramid) kann als eine 
organische an a betrachtet werden: 

CH,C,H,SO,NaNCl + H,O < CH,C,H,SO,NH, + NaClo. 

2. Das Teitperad ist in Substanz, praktisch genommen, 
unbegrenzt haltbar. 

3. Auch in wiiBriger Lisung ist dieses der Fall, voraus- 
sesetzt, daB die Lisung vor direktem Sonnenlicht geschiitzt in 
einem Apna von dunklem Glase aufbewahrt wird. 

Bei EKinwirkung von direktem Sonnenlicht zerfallt die 
ae schnell unter Stickstotfgasentwicklung und EKinwanderun¢ 
von Chlor in den Benzolkern. Das gebildete Reaktionsprodukt 
— chlorierte Sulfonsiiuren — gibt der Lésung saure Reaktion 
und bildet eine zu Anfang feinverteilte, weiSe, schwerlésliche 
Fallung. Erst nach lingerer Aufbewahrung setzt sich dieselbe 
ab, um allmihlich in eine schmierige, etwas gelbliche Substanz 
iiberzugehen, deren Kigenschaften im iibrigen nicht naiher unter- 
sucht wurden. 

Aus obengenannten Eigenschaften geht die Notwendig- 
keit hervor, daB das Priiparat, sowohl bei Aufbewahrung der 
viBrigen Liésung, als auch bei derem praktischen Gebrauch 
als Wundmittel vor der Einwirkung direkten Sonnenlichtes 
geschiitzt wird. 

Betrefis der Einwirkung des Priiparates auf die in den 


Zellgeweben enthaltenen Stoffe — Fett, Kohlehydrate und 
oO / v 
Proteine — bemerken wir, 


6. daB Fett und Kohlehydrate gar nicht beeinfluBt werden; 
daB Aminofettsiiuren sowohl vom qualitativen, als auch 
quantitativen Gesichtspunkte auf die Art beeinfluBt werden, 
die mit der Wirkung fast zusammenfillt, welche ich in emer 
friheren Arbeit in dieser Zs. [Bd. 121, S. 18 (1922)] betrefis 
des Hypochlorits gezeigt habe; 
8. daB Hippursiiure iin beeinfluBt wird, sowie daB die 
Kinwirkung, die Peptone und eigentliche Proteine erfahren, 
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wesentlich schwiacher ist als die vom Hypochlorit zustande- 
gekommene. Der Stickstoff in sdiureimidartiger Kette — die 
NHCO-Gruppe — ist wahrscheinlich sehr resistent gegen dic 
chemische Hinwirkung von Chloramid. Dieses ist dagegen bei 
Anwesenheit von Hypochlorit, das auf eine rein katastrophale 
Weise mit diesen Atomgruppen in Reaktion tritt und schnell 
den ganzen EiweiBkomplex abbaut, nicht der Fall. Das hydro- 
lytische Spaltungsvermégen des Chloramids darf weiter als 
ziemlich unbedeutend angesehen werden, was jedoch nicht 
hindert, daB die in den Proteinen enthaltenen, peripher 
orientierten NH,-Gruppen auf solche Weise beeinfluBt werden, 
die die vitalen Funktionen dieser Substanzen wesentlich iindern 
kénnen. Ist die letztgenannte Annahme richtig, so kann sie 
als Grund einer ganz plausiblen Erklairung zu der von Dakin 
und seinen Mitarbeitern gefundenen, auBerordentlich groBen 
bakterientétenden Wirkung dienen, die das fragliche Praparat 
auszeichnet, obgleich dessen Reaktionsvermégen mit Proteinen 
ziemlich begrenzt ist; 

9. daB hinsichtlich der vergleichsweise unbedeutenden 
destruktiven Einwirkung, die das Priparat auf Proteine aus- 
zuiiben gezeigt hat, es ferner wahrscheinlich ist, dab dasselbe 
wesentlich weniger zerstérend auf das Kérpergewebe wirkt als 
das Hypochlorit; 

10. daB das Reaktionsvermégen mit freiem Ammoniak und 
gewissen Aldehyden wesentlich schwicher als das des Hypo- 
chlorits ist. 
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Im Nachtrag'!) zu meiner zweiten Mitteilung tber Ver- 
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tolgend — die Zweienzymtheorie der Malzamylase mittels 
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wesentlich schwacher ist als die vom Hypochlorit zustande- 
gekommene. Der Stickstoff in siureimidartiger Kette — die 
NHCO-Gruppe — ist wahrscheinlich sehr resistent gegen dic 
chemische Einwirkung von Chloramid. Dieses ist dagegen bei 
Anwesenheit von Hypochlorit, das auf eine rein katastrophale 
Weise mit diesen Atomgruppen in Reaktion tritt und schnell 
den ganzen EiweiBkomplex abbaut, nicht der Fall. Das hydro- 
lytische Spaltungsvermégen des Chloramids darf weiter als 
ziemlich unbedeutend angesehen werden, was jedoch nicht 
hindert, daB die in den Proteinen enthaltenen, peripher 
orientierten NH,-Gruppen auf solche Weise beeinflu8t werden, 
die die vitalen Funktionen dieser Substanzen wesentlich iindern 
kénnen. Ist die letztgenannte Annahme richtig, so kann sie 
als Grund einer ganz plausiblen Erklirung zu der von Dakin 
und seinen Mitarbeitern gefundenen, auBerordentlich groBen 
bakterientétenden Wirkung dienen, die das fragliche Praparat 
auszeichnet, obgleich dessen Reaktionsvermégen mit Proteinen 
ziemlich begrenzt ist; 

9. daB hinsichtlich der vergleichsweise unbedeutenden 
destruktiven Kinwirkung, die das Priparat auf Proteine aus- 
zuiiben gezeigt hat, es ferner wahrscheinlich ist, daB dasselbe 
wesentlich weniger zerstérend auf das Kérpergewebe wirkt als 
das: Hypochlorit; 

10. daB das Reaktionsvermégen mit freiem Ammoniak und 
gewissen Aldehyden wesentlich schwicher als das des Hypo- 
chlorits ist. 
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Kinleitung. 

Im Nachtrag!) zu meiner zweiten Mitteilung iiber Ver- 
giftungserscheinungen an Amylasen habe ich in aller Kirze 
mitgeteilt, wie ich — einer Anregung von Professor v. Kuler 
tolgend — die Zweienzymtheorie der Malzamylase mittels 


') Diese Zs. Bd. 119, S. 2 (1922). 
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Kupfersulfatvergiftung zu priifen versucht habe, und ich teile 
hier nihere Angaben iiber diesen Versuch nebst uhnlichen 
Vergiftungsversuchen mittels Jod und Anilin mit. Ich habe 
bei diesen Versuchen danach gestrebt, mittels geeigneter Kon- 
zentration eines der oben erwiilimten Gifte die verzuckernde 
Kraft der Amylase in wesentlich héherem Grade zu 
schwichen als die verfliissigende Kraft derselben. Aus den 
unten dargestellten Versuchsreihen 1—9 geht die Notwendig- 
keit hervor, nicht nur qualitativ, sondern auch quantitativ die 
veriliissigende Kraft des Enzyms feststellen zu kénnen, und 
ich habe deshalb in den Versuchsreihen 10—19 versucht, eine 
Methode zur quantitativen Bestimmung der Reaktionsgeschwin- 
digkeit der Stirkeverfliissigung auszuarbeiten. Zuletzt teile 
ich noch eine Versuchsreihe tiber Vergiftung der Malzamylase 
durch AgNQ, mit. 


Hierstellung des Materials und Methodik. 

Die Malzamylaselésungen und die Lisungen_,.léslicher“ 
Stirke sind in der gleichen Weise wie frither hergestellt. Die 
verzuckernde Kraft des Enzyms loslicher Stiirke gegeniiber 
ist wie dort bestimmt worden, und beim Berechnen der Re- 
aktionskonstanten nach der lformel 
a 


| 
k = — log - 
po? Se es 


ist, wie in der zweiten Mitteilung, @ = 87,5 gesetzt worden, 


da auch hier das totale Fliissigkeitsvoluamen im Reaktions- 
kolben 80 ccm war. Die Kartoffelstiirkelésungen wurden alle 


4 


derart hergestellt, dai 22,5 g Karioffelstiirke in einer kleinen 
Menge kalten Wassers aufgeschlemmt wurde, in 1 Liter 
! 


kochendes Wasser eingegossen, 1 Stunde mit RiickfluBkihler 
gvekocht, durch ein Tuch filtriert und in ein Wasserbad von 37° 
liinetngestellt. Bei der Bestimmung der verzuckernden Kraft 
des Enzyms dieser Kartoffelstirkelésung gegeniiber habe ich 
die Verzuckerung jeder Kartoffelstiirkelésung mehrere Tage 
andauern lassen. Die so gefundene maximale Zuckermenge 


habe ich, indem ich von dem wiihrend der langsam verlaufenden 
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Nachverzuckerung gebildeten Zucker absehe, mit 0,7 multipliziert 


, ° ~ i a 
und den so erhaltenen Wert als a inder Formel k = ; log ——— 
Ga 





















betrachtet. 
Kigene Untersuchungen. 


{. Einwirkung von Giften auf die verfliissigende und 
verzuckernde Kraft der Malzamylase. 
Vergiftung der Malzamylase durch Kupfersulfat. 
Versuchsreihe 1. 

| g chemisch reines Kupfersulfat wurde in destilliertem 
Wasser auf 1 Liter gelést, und hiervon wurden 10 ccm bis zu 
i00 com verdiinnt. Von dieser Lisung wurden 15 ccm zu 
einem Kolben zugesetzt, der vorher 10 ccm 0.29-normale Natrium- 
acetatlisung (p,, = 5,15) und 5cem Knzymlisung E,, alles von 
, enthielt. Die Trockensubstanz der Enzym- 
ljsung KH, war 0,88 mg per ccm, und 1 ccm der Enzymlésung 


der Temperatur 37° 
gab in einer 29/,-igen Lésung ,léslicher* Stirke die Reaktions- 
koustante 0,0136 (Beilage 75). Die Kupfersulfatlisung war im : 
Giftkolben 2,0-1074 und, auf 1 mg Trockensubstanz der Enzym- pop 
sung berechnet, 4,55-107° normal.') Nach einer Kinwirkungs- 
dauer von 80 Minuten wurden aus dem Giftkolben 2 ccm 
herausgenommen und zu einem Reaktionskolben zugesetzt, der 
vorher 50 cem Kartoffelstirkelisung, 10 ccm Acetatlésung, : 
‘0 com Wasser und eine hohle Glaskugel, alles von der '‘l'em- | 
peratur 37°, enthielt. Die so erhaltene Mischung wurde als- 
bald umgeschiittelt und schnellstens in das Aufsteigerohr J 
des Verfliissigungsapparats?) gegossen, und dann wurde ver- 
fahren, wie vorher*) beschrieben ist. Parallelversuche mit 
Wasser statt Giftes und mit Wasser statt Enzyms im Giftkolben i 
wurden ausgefiihrt. Nach etwa 1 Stunde wurden die Réhren Me 


in einen elektrisch regulierten Thermostaten mit der fast kon- ig 
stanten Temperatur 37° hineingestellt, und von Zeit zu Zeit 
wurden Proben von 10 ccm fiir Zuckerbestimmung nach i 
Sertrand herausgenommen. Die Aufsteigezeiten der Glas- Me 
«<sicguuania & 


') Die Konzentrationen sind als molekularnormal angegeben. 
*) Bo te 
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kugeln und die erhaltenen Zuckermengen sind in den Beilagen 


wiederzufinden. Die graphischen Darstellungen sind schon 
vorher?) mitgeteilt. 




















Nr. der : , Nr. der 
Beilage Aufsteigezeiten der Glaskugeln Gladeigel 
1 Im Rohre mit Enzym und ohne Gift I 
2 ” ” ” ” ” mit ” Il 
» » Ohne ,, » ohne ,, Ill 








Die Reaktionskonstanten der Verzuckerung sind mit a = 63,0 


ausgerechnet, da die maximale Zuckermenge 90,0 mg war 
(Beilage 43). | 








Nr. der k +108 








Relative Reaktions- 
Beilage | der Verzuckerung geschwindigkeit 
43 Ohne Gift 2,0 100 
44 Mit ,, 0,91 46 








b) Vergiftung der Malzamylase durch Jod. 


Versuchsreihe 2. 


50 ccm 0,1 normale Jodlésung wurden bis zu 500 ccm ver- 
diinnt; 5 ccm dieser Lésung wurden bis zu 250 ccm und hier- 
von 5 ccm bis zu 100 ccm verdiinnt. Von dieser Lisung D 
wurden 10 ccm zu einem Kolben zugesetzt, der vorher 20 ccm 
0,29 normale Natriumacetatlésung (p,, = 4,97) und 5 ccm Enzym- 
lésung K, enthielt. Die Trockensubstanz der Enzymlésung E, 
war 1,07 mg per ccm, und 1 ccm Enzymlésung gab in einer 
2°/,-igen Lisung lislicher Starke die Reaktionskonstante 0,0159 
(Beilage 76). Im Giftkolben war die Jodlésung 2,86-10-° und, 
auf 1 mg 'Trockensubstanz der Enzymlésung berechnet, 5,34-107' 
normal. Nach einer Kinwirkungsdauer von 30 Minuten wurden 
Proben von 2 ccm aus dem Giftkolben herausgenommen und 
zu dem Reaktionskolben zugesetzt, der vorher 75 ccm Kartoffel- 
stirkelésung, 15 ccm Acetatlésung, 15 ccm Wasser und eine 
hohle Glaskugel enthielt. Dann wurde wie in der Versuchs- 
reihe 1 verfahren. Parallelversuche wie dort. 





) A. a. O. 
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Die maximale Zuckermenge war 95,8 mg (Beilage 45), und 
die Reaktionskonstanten der Verzuckerung sind daher mit 
a = 67,1 ausgerechnet. 

Hoppe-Seyler’s Zeitscbrift f. physiol. Chemie. CXXVI. 3 
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Nr. der i +102 Relative Reaktions- 


Beilage | der Verzuckerung geschwiudigkeit 
45 Ohne Gift 2,5 100 
46 Mit , 2,2 88 








Versuchsreihe 3. 

Hier wurden 20 ccm der Jodlésung D der vorigen Ver- 
suchsreihe zu dem Giftkolben zugesetzt, der dieselbe Menge 
Acetat- und Enzymlésung EK, wie dort enthielt. Das Total- 
volumen war auch hier 35 ccm. Im Giftkolben war somit die 
Jodlésung 5,71-10~° und auf 1 mg Trockensubstanz der Enzym- 
lésung 1,07-10~° normal. Nach einer Einwirkungsdauer von 
30 Minuten wurde aus dem Giftkolben 1 ccm Lésung heraus- 
genommen und zu dem Reaktionskolben zugesetzt, der dieselbe 
Menge Acetat- und Stirkelésung wie in der Versuchsreihe 2 
aber nur 7 ccm Wasser und eine hohle Glaskugel enthielt. 
Dann wurde wie in der Versuchsreihe 1 verfahren. Parallel- 
versuche wie dort. p, der Acetatlésung war 4,97. 











Nr. der Xr. der | Graphisch¢ 
Aufsteigezeiten der Glaskugeln 

Beilage 5 » Glaskugel |Darstellung 
7 Im Rohre mit Enzym und ohne Gift I Fig. 2a 
8 - . ~» Se. 4, il » 2b 
9 —— le » One ,, ly » Se 











Die maximale Zuckermenge war 90,9 mg (Beilage 47), und 
die Reaktionskonstanten der Verzuckerung sind also mit a = 63,6 
ausgerechnet. 




















Nr. der k -10° Relative Reaktions- 
Beilage ; der Verzuckerung geschwindigkeit 
47 Ohne Gift 1,4 100 
48 Mit ,, 0,01 








Versuchsreihe 4. 


Statt 10 com wurden hier 15 cem der Jodlisung D der 
Versuchsreihe 2 zu dem Giftkolben zugesetzt, der dieselbe 
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Menge Acetat- und Enzymloésung K, enthielt. Das ‘Totalvolumen 
der Giftmischung war 35 ccm. Im Giftkolben war somit die 
Jodlésung 4,29-10~° und auf 1 mg Trockensubstanz der Enzym- 
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lésung 8,01-10-7 normal. Nach 30 Minuten wurden 2 ccm 

Lésung fiir den Reaktionskolben herausgenommen, der 60 ccm 

Kartoffelstiirkelésung, 15 ccm Acetatlésung, 5 com Wasser und 

eine hohle Glaskugel enthielt. Methode wie in der Versuchs- 

reihe 1. Parallelversuche wie dort. p,, der Acetatlésung war 4,97. 
3* 































































































86 Urban Olsson, 
Nr. der Nr. der | Graphische 
renee 7 
Beilage Aufsteigezeiten der Glaskugeln Glaskuge! | Deslelbinr 
10 Im Rohre mit Enzym und ohne Gift I Fig. 3a 
il ” ” ” ” » mit ,, Il » 3b 
12 0 cg A 5 Ohne ,, IV ~ we 
AUFSTEIGEZEIT SEKUNDEN 
SF F 3 8 BReectims = . 
be 
‘ At 
A 
% 7 
© Ps ; 
. ad 
. J Fl 
N vA | 3 
“g “ > 
t VA 
> i | 
» 
: TH 
S . 
a|S ~ | ‘ 
&| && . 
of & . ; j 
ey) a. f 
S & E 
= ; 
S i/ i 
z 
~ A [ ° 
cco 
cy 
EB: CTI 
& :| 
& + 
NX a | ‘ x0) 
g | 
[ Lin aS 
& f 
i 



























































Die maximale Zuckermenge war 92,5 mg (Beilage 49), 
und die Verzuckerungskonstanten sind also mit a = 64,8 ge- 
funden. 
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Nr. der k +108 Relative Reaktions- 
Beilage | der Verzuckerung geschwindigkeit 
49 Ohne Gift 4,4 100 
50 Mit ,, 0,28 6 








c) Vergiftung der Malzamylase durch Anilin. 


Versuchsreihe DB. 


2 g neudestilliertes Anilin wurden in destilliertem Wasser 
auf 200 ccm gelést. Von dieser Lésung N wurden 10 ccm zu 
dem Giftkolben zugesetzt, der vorher 13 ccm 0,29 normale 
Natriumphosphatlésung (p,, = 4,86) und 2 ccm Enzymlosung E,, 
alles von der T'emperatur 37°, enthielt. Die Trockensubstanz 
der Enzymlésung E, war 0,72 mg per ccm, und 1 com Enzym- 
lésung gab in einer 2°/,-igen Liésung léslicher Starke die 
Reaktionskonstante 0,0127 (Beilage 77). Im Giftkolben war 
die Anilinlésung 4,30-107~? und auf 1 mg Trockensubstanz 
der Enzymlésung 2,98-10-? normal. Nach einer EKinwirkungs- 
dauer von 48 Stunden wurden aus dem Giltkolben 10 ccm 
herausgenommen und zu einem Reaktionskolben zugesetzt, der 
vorher 50 ccm Kartoffelstarkelésung, 10 ccm Phosphatlésung 
und eine hohle Glaskugel, alles von der Temperatur 37°, ent- 
hielt. Dann wurde wie in der Versuchsreihe 1 verfahren. 
Parallelversuche wie dort. 





























Nr. der ‘ : Nr. der | Graphische 
Beilage Aufsteigezeiten der Glaskugeln Giaskugel | Darstellung 
13 Im Rohre mit Enzym und ohne Gift I Fig. 4a 
14 99 9 9? ” ” mit bP II ? 4b 
15 sa ge I ae 5 Ohne ,, IV » 4¢ 











Die Verzuckerungskonstanten sind mit a = 50,2 erhalten, 
da die maximale Zuckermenge 71,7 mg (Beilage 51) war. 














Nr. der k +108 Relative Reaktions- 

), Beilage | der Verzuckerung q geschwindigkeit — 
ae Z 51 Ohne Gift 7,1 100 
: 52 Mit , 5,6 79 
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Versuchsreihe 6. 


20 ccm der Anilinlésung N der vorigen Versuchsreihe 
wurden mit 15 ccm Phosphatlisung (p, = 4,86) und 2 ccm 
Enzymlésung E, bei 37° gemischt. Im Giftkolben war die 
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Anilinlésung somit 5,81-10~-? und, auf 1 mg Trockensubstanz 
der Enzymlésung berechnet, 4,03-107~? normal. Nach einer 
Kinwirkungsdauer von 48 Stunden wurden 20 ccm der Gift- 
mischung herausgenommen und zu dem Reaktionskolben zu- 
gesetzt, der vorher 60 ccm Kartoffelstiirkelésung, 10 ccm Phos- 
phatlésung und eine hohle Glaskugel, alles von der Tempe- 
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Dann wurde wie in der Versuchsreihe 1 
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Parallelversuche wie dort. 
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ratur 37°, enthielt. 


verfahren. 


Fig. 5, 
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Die maximale Zuckermenge war 70,0 mg (Beilage 53), und 
die Verzuckerungskonstanten sind mit a = 49,0 gefunden. 











Nr. der k -10° Relative Reaktions- 
Beilage | der Verzuckerung geschwindigkeit 
58 Ohne Gift 6,7 100 
54 Mit , 5,8 79 








Versuchsreihe 7. 


1,2 ccm neudestilliertes Anilin wurden mit 30 ccm Phos- 
phatlésung (p, = 4,86), 30 com Wasser und 5ccm Enzym- 
lésung E, bei 37° gemischt. Im Giftkolben war somit die 
Anilinlésung 1,99-10~—! und per mg Trockensubstanz der Enzym- 
lésung 5,53-107~? normal. Nach einer EKinwirkungsdauer von 
48 Stunden wurden 5 ccm herausgenommen und zu dem Re- 
aktionskolben zugesetzt, der vorher 50 ccm Kartoffelstarke- 
lésung, 15 ccm Phosphatlésung und eine hohle Glaskugel, alles 
von der Temperatur 37°, enthielt. Methode wie in der Ver- 
suchsreihe 1. Parallelversuche wie dort. 

















Nr. der : am | Nr. ‘der Graphische 
Delhete Aufsteigezeiten der Glaskugeln Gleskogel {Darsisflung 
19 Im Rohre mit Enzym und ohne Gift I Fig. 6a 
20 ”? +P] ” ” 9 mit ? II ” 6b 
21 | ge RR x » ohne ,, IV —— 











Die maximale Zuckermenge war 71,0 mg (Beilage 55), und 
die Verzuckerungskonstanten sind also mit a= 49,7 aus- 
gerechnet. 











Nr. der k-10° 








Relative Reaktions- 
Beilage | der Verzuckerung geschwindigkeit 
55 Ohne Gift 5,1 100 
56 Mit ,, 0,01 0,2 








Versuchsreihe §. 


0,5 com neudestilliertes Anilin wurde mit 22,5 com Phos- 
phatlésung (p,, = 4,86) und 4 ccm Enzymlisung E, bei 37° 
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gemischt. Im Giftkolben war somit die Anilinlésung 2,03-107 
und per mg Trockensubstanz der Enzymlisung 7,06-10~? normal. (oe 
Nach 24 Stunden wurden 5 ccm herausgenommen und zu dem a? 
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Reaktionskolben zugesetzt, der vorher 58 ccm Kartoffelstirke- 

‘ lésung, 20 ccm Phosphatlésung und eine hohle Glaskugel, alles 

- von der Temperatur 37°, enthielt. Methode wie in der Ver- 
suchsreihe 1. Parallelversuche wie dort. 
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Die maximale Zuckermenge war 71,9 mg (Beilage 57) und 
somit a = 50,3. 
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Nr. der k + 10° Relative Reaktions- 
Beilage | der Verzuckerung geschwindigkeit 


Ohne Gift 2,3 100 
Mit ,, 0,02 1 








Versuchsreihe 9. 


12 ccm Anilinlésung N wurden mit 8 ccm Phosphatlésung 
(py = 4,86) und 4 ccm Enzymlésung EK, bei 37° gemischt. Die 
Trockensubstanz der Enzymlésung EK, war 0,60 mg per ccm, 
und 1 ccm Enzymlésung gab in einer 2°/,-igen Lisung léslicher 
Stirke die Reaktionskonstante 0,0115 (Beilage 78). Die Anilin- 
ljsung war somit im Guiftkolben 5,37-10~7 und auf 1 mg 
Trockensubstanz der Enzymlésung 2,24-10-? normal. Nach 
einer Kinwirkungsdauer von 48 Stunden wurden aus dem Gift- 
kolben 5 ccm herausgenommen und zu einem Reaktionskolben 
zugesetzt, der vorher 50 ccm Kartoffelstiirkelisung, 15 ccm 
Phosphatlésung und eine hohle Glaskugel, alles von der Tem- 
peratur 87°, enthielt. Dann wurde wie in der Versuchsreihe 1 
verfahren. Parallelversuche wie dort. 
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Im Rohre mit Enzym und ohne Gift I Fig. 8a 
” ” ” ” », mit ” I » 8b 
i. , Ohne , , Ohne ,, IV » 8e 











Die Verzuckerungskonstanten sind mit a = 66,9 erhalten, 
a die maximale Zuckermenge 95,6 mg (Beilage 59) war. 








Nr. der k +108 Relative Reaktions- 
Beilage | der Verzuckerung geschwindigkeit 
59 Ohne Gift 6,2 100 
60 Mitt , 2,8 45 








Wie ich vorher erwihnt, habe ich bei den mitgeteilten 
Vergiftungsversuchen ein Gift ausfindig zu machen versucht, 
das in geeigneter Konzentration die verzuckernde Kraft der 
Amylase stirker herabsetzte als die verfliissigende Kraft der- 
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selben. Bei der Beurteilung der Frage, ob dies in einem 
Falle eingetroffen ist, habe ich mit Hinsicht auf die Ver- 
fliissigung nur die graphischen Darstellungen der Abnahme 
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der Aufsteigezeiten zur Verfiigung, um iiber die GréBe der 
Vergiftung Auskunft zu erhalten. Vergleiche ich deshalb Fig. 2 
des Nachtrags und Fig. 1—8 dieser Schrift mit den ent- 
sprechenden Beilagen der Verzuckerung, so scheint es mir, als 
ob Fig. 4 dartut, daB das Enzym hier trotz der Gegenwart 
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! von Anilin seine verfliissigende Kraft ungeschwicht beibehilt, 

wogegen die Beilagen 51 und 52 ausweisen, daB die ver- ae 
zuckernde Kraft des Enzyms von der fraglichen Anilinmenge : ae 
um 21°/, vermindert worden ist. Auch die Fig. 5 zeigt eine a. 
von dem Anilin ungeschwichte verfliissigende Kraft des Enzyms, ay 
wihrend aus den entsprechenden Beilagen 53 und 54 hervor- a 
geht, daB die verzuckernde Kraft des Enzyms auch hier um 
21°/, gefallen ist. Versuche ich dagegen durch Vergleichung 
zwischen den iibrigen graphischen Darstellungen der Ver- 
flissigung und den entsprechenden Beilagen der Verzucke- 
rung eine verschieden starke Schwichung der verfliissigenden 
und verzuckernden Kraft des Enzyms festzustellen, so entsteht 
die Notwendigkeit, die Verfliissigungsgeschwindigkeit quantitativ 
ermitteln zu kénnen, um aus den Verfliissigungskonstanten 
quantitativ bestimmen zu kénnen, um wieviel Prozent die 
verfliissigende Kraft des EKnzyms in jedem besonderen Falle 
herabgesetzt worden ist, und ich habe deshalb die folgenden 
Versuchsreihen 10—19 einem quantitativen Studium der Ver- 
fliissigungsreaktionen gewidmet. — Wenn ich indessen, bevor 
ich zu der Beschreibung dieser quantitativen Reaktionsversuche 
iibergehe, die oben um 21°/, konstatierte Verminderung der 
verzuckernden Kraft bei dem mit Hinsicht auf die Verfliissigung 
ungeschwichten Enzym betrachte, so finde ich die oben an- 
gegebene Prozentzahl zu niedrig, um daraus den SchluBsatz 
ziehen zu wagen, daB die verzuckernde Kraft des Enzyms von 
dem Anilin mehr herabgesetzt worden ist als die verfliissigende 
Kraft desselben, und ich finde deshalb in diesen Vergiftungs- 
versuchen kaum eine Stiitze fiir die Zweienzymtheorie der 
Malzamylase, insbesondere als die iibrigen Vergiftungsversuche, 
qualitatiy betrachtet, auszuweisen scheinen, dab die Vermin- 
derung der verzuckernden Kraft des Enzyms mit der Ver- 
minderung der verfliissigenden parallel verliutt. 


) II. Messungen tiber die Geschwindigkeit der Starke- 
verfliissigungsreaktion. 


a In den Versuchsreihen 10—12 habe ich die Abnahme der 
Aufsteigezeiten der Glaskugeln mit der Starkemenge bestimmt. 
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Variierende Mengen Kartoffelstirkelésung wurden mit 15 ccm 
0,29 normale Natriumacetatliésung (p, = 4,97) und Wasser in 
einem Kolben bis zu 72 ccm schlieBlichem Totalvolumen bei 37° 
gemischt, die Glaskugel diesem Kolben zugefiihrt, den Kolben 
umgeschiittelt und die Aufsteigezeiten bei 37° wie in der 
Versuchsreihe 1 bestimmt. In den Versuchsreihen 10 und 12 
ist die Glaskugel I und in der Versuchsreihe 11 die Glas- 
kugel II angewandt. 








| 
| 
| 
| 
| 









































sar @ ee ge 2 2% 
wol gsieze0 8] 3s »~ol ssiloes 8] a8 
St] 2 2] Wo toes 2 & 2 el 2}. tore a = 
MSaiSsa:of o S om a MSeailso:o] oa 5s ¢ = 
malolzlsesaee2 3s] 22 mlosrpiepsese s| 2s 
BSPoORE (|S 2a 2] ap aOoPORRZIeA Sew) Se 
2A) 2e(2c2s| Es AQl wsisse3| Fe 
“eps so] 3A 2 ei ee oe 
7: 22 ay 7 . e 
Versuchsreihe 10. Versuchsreihe 11 (Forts) 
91 0 46 | Fig. 9a _ 
92 35 18,0 
10 10,1 
at 38 19,0 
15 11,4 
42 21,9 
25 13,8 46 “i 
a am 4 “0,* 
30 16,7 ; 
Lips 50 28,1 
38 18,3 oon 26.9 
42 22,4 = were 
+o | ‘ 
46 26,0 ~™" 
50 30,3 Versuchsreihe 12. 
5d 36,5 a 
a 451 93 10 12,3 Fig. 9¢ 
oe | vo . 
‘ 15 13,4 
Versuchsreihe 11. 25 17,1 
92 0 4,6 | Fig. 9b 35 24.5 
10 10,3 38 29,1 
15 12,0 42 36,9 
25 14,7 46 45,9 











Aus den Versuchsreihen 10 und 11 geht hervor, da8 die 
Glaskugeln I und II in der stirkefreien Acetatlésung bei 37° 
die gleiche Aufsteigezeit, 4,6 Sekunden, geben. Man hitte 
daher erwarten kénnen, daB die graphischen Darstellungen 
der Aufsteigezeiten in den ahnlich gemachten Kartoffelstirke- 
lésungen sich decken sollten. Es ist doch nicht der Fall. 
Freilich deckt die Figur 9b ziemlich gut die Figur 9a; die 
Figur 9c weicht dagegen sehr stark von den andern Figuren ab. 
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| ' Man sieht weiter, daB die Aufsteigezeiten der Glaskugeln 

a zunichst sehr langsam, dann aber sehr rasch mit der ‘ 
» F Stirkemenge wachsen. Das heift, so niedrige Aufsteige- ‘ 
. FP  weiten wie 14,5 bzw. 16 und 15,9 Sekunden entsprechen i 
- — schon der Hialfte der maximalen Stirkemenge, die im ganzen 

) 


pe es ‘het: a nee, ae 
46 | | : | Pe 























ERO 
rn 
Las) 
| 
wo 
= ge 
| i a 
a 
| 
DE ieee 











' 
a 
oS 
x 
| 
| 
| 
! 
| 
“4 Lt 
ee ae =] 



































EZEIT SEKUNDEN 








I 








AUFSTEIC 






































} : | | 

Se 
oil j 

10 4 18 £8 L260 JO 34 G8 42 46 350 34% 38 
« ACM KARTOFFELSTARKELOSUNG 





















































= 
Oe p-— 






















eC Fig. 9. 1 

0 4 

2 sebraucht, die Aufsteigezeiten 45,1 bzw. 38 und 45,9 Sekunden ] 

. geben. = 

y Aus den Versuchsreihen 10—12 geht deutlich hervor, wie a 

1 schwierig es ist, von Tag zu Tag Kartoffelstirkelésungen der- 4 

a selben Zihigkeit herzustellen. Bei dem quantitativen Studium q ; 
der Verfliissigungsreaktion habe ich deshalb in den folgenden an 





48 Urban Olsson, 


Versuchsreihen 13—19 ein und dieselbe Kartoffelstirkelésung 
angewandt, sowohl bei Bestimmung der Abnahme der Auf- 
stelgezeiten mit der Stirkemenge, wie bei Feststellung der 
verfliissigenden und verzuckernden Kraft des Enzyms. 

Die Abnahme der Aufsteigezeiten mit der Stirkemenge 
ist graphisch dargestellt. Siehe z. B. Fig. 10 und Beilage 94. 
Die gréBte Stirkemenge ist hier 46 com auf 72 ccm Mischung. 
Bei der Bestimmung der Reaktionsfahigkeit des Enzyms habe 
ich soeben diese Konzentration der Stirkelésung angewandt, 
und die Abnahme der Aufsteigezeiten mit der Reaktionszeit 
geht aus der entsprechenden Beilage 28 hervor. Da die Abbau- 
produkte der Kartoffelstirke (Dextrine und Maltose) in der 
anfanglich kaum mehr als 1°/,-igen Kartoffelstirkelésung ganz 
sicher nur sehr unbedeutend auf die Zahigkeit und das spe- 
zifische Gewicht der Lésung einwirken, habe ich von dem 
Einflu8 dieser Abbauprodukte auf die Aufsteigezeiten der 
Glaskugeln absehen zu kénnen geglaubt. Die in der Beilage 28 
angegebenen Stiirkemengen habe ich mit Zuhilfenahme der 
Figur 10 graphisch extrapoliert. Die Reaktionskonstanten / 


habe ich dann nach der monomolekularen Formel k = ; log — 


ausgerechnet, in welcher a die gréBte Stirkemenge ist. In 
dieser Versuchsreihe ist also a = 46, und a — z ist die extra- 
polierte Stirkemenge. Da die Verfliissigungsreaktion sich auch 
wihrend des Aufsteigens der Glaskugeln fortsetzt, habe ich, 
um die Berechnung der Reaktionskonstanten zu erleichtern, 
in diesen Versuchsreihen 183—19 die Glaskugeln etwas vor den 
in den Beilagen (hier Beilage 28) angegebenen Reaktionszeiten 
steigen lassen, niimlich um die Halfte der Sekunden frither, 
als die Glaskugel das vorige Mal zum Aufsteigen brauchte. 
Parallelversuche mit Wasser zeigten die gewéhnliche Konstanz 
der Aufsteigezeiten. Die Abnahme der Starkemenge mit der 
Reaktionszeit ist in der Figur lla graphisch dargestellt. 


Versuchsreihe 13. 
Zuerst wurde die Abnahme der Aufsteigezeiten der Glas- 
kugel mit der Stirkemenge wie in der Versuchsreihe 10 be- 
stimmt. Die Glaskugel I wurde angewandt. 
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os Kartoffel- Aufsteigezeiten Gughindin 
Beilage stiirkelésung | der Glaskugel Dentin 
ecm Sekunden 
94 10 12,7 Fig. 10 
25 17,9 
35 24,9 
38 28,8 | 
‘ 42 35,9 4 
| 46 43,9 a 
“4 
42) ] 
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, Versuch 13a. ae 
——— Zur Bestimmung der verfliissigenden und verzuckernden iy 
) - ‘ 7 4 
On : Kraft des Enzyms wurden in einem Kolben 35 cem 0,29 normale 1a 
: y ° - i ae : 
Natriumacetatlésung (p, = 4,97), 4 ccm Enzymlésung E, und Hf} 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXXVI. 4 ; 
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11 com Wasser bei 37° gemischt. Von dieser Lésung A 
wurden 10 ccm herausgenommen und zu einem Reaktions- 
kolben zugesetzt, der vorher 46 ccm Kartoffelstiirkelésung, 
die hohle Glaskugel I, 6 com Acetatlésung und Wasser 
bis zu 72 ccm Totalvolumen enthielt. Dann wurden die 
Verfliissigungs- und Verzuckerungsreaktionen wie in der Ver- 
suchsreihe 1 studiert. Die Trockensubstanz der Enzym- 
lésung E, war 0,98 mg per ccm, und 1 ccm Enzymliésung 
gab in einer 2°/,-igen Lésung léslicher Starke die Re- 
aktionskonstante 0,0157 (Beilage 79). Die Aufsteigezeiten 
der Glaskugel und die Zuckermengen sind in den Bei- 
lagen 28 bzw. 61 wiederzufinden. 


Versuch 13b. 

In diesem Versuche wurden 15 ccm von der oben er- 
wihnten Lésung A in derselben Weise angewandt. Die Auf- 
steigezeiten der Glaskugel I und die Zuckermengen sind in 
den Beilagen 29 bzw. 62 angegeben. 


Versuch 13c. 


Hier wurden 20 ccm der Lésung A gebraucht. Die Auf- 
steigezeiten der Glaskugel I und die Zuckermengen sind in 
den Beilagen 30 bzw. 63 aufgefiihrt. Bei der Bestimmung der 
Reaktionskonstanten der Verfliissigung war, wie oben erwihnt, 
a= 46. Da die maximale Zuckermenge 89,0 mg (Beilage 61) 
gefunden wurde, habe ich die Reaktionskonstanten der Ver- 
zuckerung mit a = 62,3 ausgerechnet. 





Reaktions- 


Verdiinnte teaktions- Graphische 
er Enzymlosung | konstante der| konstante der} Darstellung 
(Lésung A) | Verfliissigung | Verzuckerung der 
ecm k +108 i: +10° Verfliissigung 
13a 10 9,0 5,2 Fig. 11a 
13b 15 11,7 6,3 4. Shh 
13¢ 20 14,8 9,5 lle 
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. &£ Versuchsreihe 14. 
' | Die Abnahme der Aufsteigezeiten mit der Stirkemenge 
* fF — wurde wie in der Versuchsreihe 10 bestimmt. Die Glaskugel I 
- wurde angewandt. 
" woh. | | | | | | | a 
e) ‘ Ys | T ae ——_ a 6 7 1 a a oe ise & 
a [eS See eee 
3 2 SER = ie ee ee 
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n a 
Vig. 11. 
Kartoffel- Aufsteigezeiten ; 
Nr. der heise i Graphische 
: stiirkelésung | der Glaskugel 
Beilage Darstellung 
f. ecm Sekunden 
in 95 10 12,6 Fig. 12 
er 25 17,7 
it, 35 25,4 
1 - 38 30,3 
yi} ‘ee 
; . 42 38,6 
- FF 45 43,0 
_ Versuch 14a. 3 
i Zur Bestimmung der verfliissigenden und verzuckernden 
g Kraft des Enzyms wurden in einem Kolben 10 com Enzym- 
' — losung E,, 35 ccm 0,29 normale Natriumacetatlésung (Py = 4,97) T 
1S : . ; ‘ * i 
7 _ und 30 cem Wasser bei 37° gemischt. Von dieser Lisung B q 
'  Wurden 5 ccm zu dem Giftkolben zugefiihrt, der vorher 45 ccm ‘| 
'  Kartoffelstirkelésung, 12 ccm Acetatlisung, die hohle Glas- ie 
kugel I und Wasser bis zu 72 ccm Totalvolumen enthielt. ‘5 
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Die Aufsteigezeiten der Glaskugel I und die Zuckermengen 
findet man in den Beilagen 31 bzw. 64 wieder. 


Versuch 14b. 


Hier wurden 10 ccm der Liésung B gebraucht. Die Auf- 
steigezeiten der Glaskugel I und die Zuckermengen findet man 
in den Beilagen 32 bzw. 65 wieder. 
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Fig. 12. 


Versuch 14e. 


Von der Lésung B wurden hier 15 ccm angewandt. Die 
Aufsteigezeiten der Glaskugel I und die Zuckermengen sind 
in den Beilagen 33 bzw. 66 aufgefiihrt. 

Fiir die Reaktionskonstanten der Verfliissigung ist a = 45, 
und da die maximale Zuckermenge 96,0 mg (Beilage 64) war, sind 
die Reaktionskonstanten der Verzuckerung mit a = 67,2 gefunden. 
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Verdiinnte Reaktions- Reaktions- Graphische 
Enzymlésung | konstante der | konstante der} Darstellung 
Versuch : mae 
(Lésung B) | Verfliissigung | Verzuckerung der 
eem k -10° k +108 Verfliissigung 
14a 5 5,3 4,1 Fig. 13a 
14b 10 14,0 7,4 » 18b 
14¢ 15 19,1 10,0 » 18¢ 
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Fig. 13. 


Versuchsreihe 15. 


Die Abnahme der Aufsteigezeiten mit der Stairkemenge 
wurde wie in der Versuchsreihe 10 bestimmt. Die Glaskugel I 
wurde gebraucht. 








Nr. der 
Beilage 


96 





Kartoffel- 





Aufsteigezeiten |, , 
si td Graphische 
stiirkelésung | der Glaskugel Davetilions 
ecm Sekunde 
10 12,3 Fig. 14 
15 14,1 
25 17,6 
35 24,3 
38 29,8 
42 35,8 
46,3 
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Versuch 15a. 


Zur Bestimmung der verfliissigenden und verzuckernden 
Kraft des Enzyms wurden 7 ccm Enzymlésung K,, 35 ccm 
0,29 normale Natriumacetatlésung (p, = 4,97) und 8 com Wasser 
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Fig. 14. 


bei 37° gemischt. Von dieser Lésung C wurden 5 ccm zu 
einem Reaktionskolben zugesetzt, der vorher 46ccm Kartoffel- 
stiirkelésung, die hohle Glaskugel I, 16 ccm Acetatlésung und 
Wasser bis zu 72 ccm Totalvolumen enthielt. Die Aufsteige- 
zeiten der Glaskugel und die Zuckermengen sind in den 
Beilagen 34 bzw. 67 angegeben. 
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Versuch 15b. 


Hier wurden 10 ccm der Lésung C angewandt. Die Auf- 
steigezeiten und die Zuckermengen findet man in den Bei- 
lagen 35 bzw. 68 wieder. 
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Verdiinnte Reaktions- Reaktions- Graphische 
Enzymlésung | konstanten der} konstanten der} Darstellung 
Versuch ; ney 
(Lésung C) | Verfliissigung | Verzuckerung der 
eem Ke +10° k «10° Verfliissigung 
15a 5 6,5 4,4 Fig. 15a 
15 10 17,5 8,2 . 15b 
1p — | kaos at ore anes | 
' | 
< ‘ee Se, Fe Oe 
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Fig. 15. 
Die Reaktionskonstanten der Verfliissigung sind mit a = 46, 
und die der Verzuckerung mit a= 61,6 ausgerechnet; die 
maximale Zuckermenge war niimlich 88,0 mg (Beilage 67). 
u 
: Versuchsreithe 16. 
q Die Abnahme der Aufsteigezeiten mit der Stirkemenge 
. wurde wie in der Versuchsreihe 10 bestimmt. Die Glaskugel I 








wurde gebraucht. 
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= Kartoffel- Aufsteigezeiten . 
Nr. der iii d es ; Graphische 
; g er Glaskuge 
Beilage Darstellung 
ecm Sekunden 
97 10 12,0 Fig. 16 
25 15,9 
35 19,9 
38 21,7 
42 25,5 
46 30,2 
50 35,6 
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Fig. 16. 


Versuch 16a. 
Zur Bestimmung der verfliissigenden und verzuckernden 
Kraft des Enzyms wurden 7 ccm Enzymlésung EK,, gleich wie 
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in der vorigen Versuchsreihe, verdiinnt und gepuffert. Von 
der erhaltenen Lisung D wurden 5 ccm zu einem Reaktions- 
kolben zugefiihrt, der vorher 55 ccm Kartoffelstirkelésung, 
2 ccm Acetatlésung, die hohle Glaskugel I und Wasser bis zu 
72 ccm Totalvolumen enthielt. Die Aufsteigezeiten und die 
Zuckermengen sind in den Beilagen 36 bzw. 69 wiederzufinden. 


Versuch 16b. 
Hier wurden 15 ccm der Lésung D angewandt. Die Auf- 
steigezeiten der Glaskugel I und die Zuckermengen findet man 
in den Beilagen 37 bzw. 70 wieder. 












































































































































Verdiinnte Reaktions- Reaktions- Graphische 
, Enzymlésung | konstanten der} konstanten der] Darstellung 
Versuch 7 a al id ; 
(Lésung D) | Verfliissigung | Verzuckerung der 
ecm i: + 10° i: +108 Vertliissigung 
16a 5 5,1 4,9 Fig. 17a 
16b 15 12, 8,7 » 1b 
T t “/ i iz 
| 
56 = | | | j 
9 | | 
Ss = ad 
3 i wan | 
~ en { } i 
4 1 ii | | { j 
é ) S | 
= ——— St | aw | 4 } 
: <7 Pore Pee! a 
A 4g | | F—~ 
PB +— + —_+ t + 
Ry oom oa 4 « ¥ a 
a | | i 
_ i } j 4 
~ i ee ae 
ce ae Seer BS ee ae 
is in ae | : a ak 
=< . 
i 2 | | 
tex | 1 | 
}s Pp 4t of | 
> ‘amet Gams Ga en aes 
20 TE See ge TR 
i i i 
2 o & 0 72 1% 16 718 20 22 24 26 28 F0 J? 3S SO 





REAKTIONSZEIT MINUTEN 








Fig. 17. 


Die Reaktionskonstanten der Verfliissigung sind mit a = 55 
und die der Verzuckerung mit a = 63,4 ausgerechnet; die 
maximale Zuckermenge war niimlich 90,6 mg (Beilage 69). 
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Versuchsreihe 17. 





Die Abnahme der Aufsteigezeiten mit der Stirkemenge 
wurde wie in der Versuchsreihe 10 bestimmt. Die Glaskugel | 


wurde gebraucht. 
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Aufsteigezeiten : 
Nr. der ccd ad 5 Graphische 
; stiirkelésung | der Glaskugel 
Beilage Darstellung 
ecm Sekunden 
98 10 12,1 Fig. 18 
25 17,2 
35 23,4 
38 28,2 
42 35,3 
46 44,4 
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Zur Bestimmung der verfliissigenden und verzuckernden 
Kraft des Knzyms wurden 7 ccm Enzymlésung E,, gleich wie 
in der Versuchsreihe 15, verdiinnt und gepuffert. Von der so 
erhaltenen Lésung F wurden 10 ccm zu einem Reaktionskolben 
zugefiihrt, der vorher 46 ccm Kartoffelstiirkelésung, 16 ccm 
Acetatlisung, die hohle Glaskugel I und Wasser bis zu 72 ccm 
Totalvolumen enthielt. Die Aufsteigezeiten und die Zucker- 
mengen sind in den Beilagen 38 bzw. 71 angegeben. 



































































































































Verdiinnte Reaktions- Reaktions- Graphische 
; Enzymlésung | konstante der | konstante der} Darstellung 
Versuch b ie ate 
(Lésung F) | Verfliissigung | Verzuckerung der 
ecm I: +16 k «10° Verfliissigung 
17 10 12,1 7,2 Fig. 19 
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Fig. 19. 


Die Verzuckerungskonstanten sind mit a= 58,5 aus- 
gerechnet, da die maximale Zuckermenge 83,6 mg gefunden wurde 
(Beilage 71). Bei der Bestimmung der Verfliissigungskonstanten 
war a = 46. 

Versuchsreihe 18. 

Die Abnahme der Aufsteigezeiten mit der Starkemenge 
wurde wie in der Versuchsreihe 10 bestimmt. Die Glaskugel J 
wurde angewandt. 
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a Kartoffel- | Aufsteigezeiten a 
sii stiirkelésung | der Glaskugel arstellung 
Beilage ioe 
ccm Sekunden Verfliissigung 
o | wo | ia6 | Fig 
25 16,8 
38 25,8 
42 30,3 
46 36,9 
50 45,1 
45 
“4 
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Fig. 20. 


Versuch 18a. 


Zur Bestimmung der verfliissigenden und verzuckernden 
Kraft des Enzyms wurden 5 ccm Enzymlésung E, und 20 ccm 
0,29 normale Natriumacetatlésung (p,, = 4,97) bei 37° gemischt. 
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Von dieser Lésung G wurden 5 ccm zu einem Reaktionskolben 
zugesetzt, der vorher 50 ccm Kartoffelstiirkeléisung, 7 ccm 
Acetatlésung, die hohle Glaskugel und Wasser bis zu einem 
Totalvolumen von 72 ccm enthielt. Die Trockensubstanz der 
Enzymlésung EK, war 1,13 mg per ccm, und 1 ccm Enzyn- 
lésung gab in einer 2°/-igen Lésung léslicher Starke die 
Reaktionskonstante 0,0168 (Beilage 80). Aufsteigezeiten und 
Zuckermengen findet man in den Beilagen 39 bzw. 72. 


Versuch 18b. 


Hier wurden 10 ccm der LiésungG gebraucht. Aufsteige- 
zeiten und Zuckermengen findet man in den Beilagen 40 
bzw. 73 wieder. 


Versuch 18ce. 


15 ccm der Lésung G wurden angewandt. Aufsteigezeiten 
und Zuckermengen sind in den Beilagen 41 bzw. 74 auf- 
gefiihrt. 











Verdiinnte Reaktions- Reaktions- Graphische 
Enzymlésung | konstanten der}| konstanten der} Darstellung 
Versuch be ner 
(Lisung G) | Verfliissigung | Verzuckerung der 
ecm k +10° k-108 Verfliissigung 
18a 5 12,5 5,3 Fig. 21a 
18b 10 17,6 11,1 » 21b 
18¢ 15 28,4 14,4 » ate 














Die Reaktionskonstanten der Verfliissigung sind mit a = 50 
und die der Verzuckerung mit a = 58,8 ausgerechnet; die 
maximale Zuckermenge war nimlich 84,0 mg (Beilage 72). 


Versuch 19. 


Die Abnahme der Aufsteigezeiten mit der Stirkemenge 
wurde wie in der Versuchsreihe 10 bestimmt. Die Glaskugel I 
wurde gebraucht. 
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Fig. 22. 


Zur Bestimmung der verfliissigenden und verzuckernden 
Kraft des Enzyms wurden 5 ccm Enzymlésung K,, gleich wie 
in der vorigen Versuchsreihe, verdiinnt und gepuffert. Von 
dieser Lésung H wurden 5 ccm zu einem Reaktionskolben zu- 
gesetzt, der vorher 55 ccm Kartoffelstirkelésung, 12 ccm Acetat- 
lésung und die hohle Glaskugel I enthielt. Die Aufsteige- 
zeiten der Glaskugel gibt die Beilage 42 an. 





Verdiinnte Reaktions- Graphische 
, Enzymlésung |konstanten der} Darstellung 
Versuch . — eae : 
(Lésung H) | Verfliissigung dex 
ecm i -10° Verfliissigung 
19 5 14,4 Fig. 23 











Die Verfliissigungskonstanten sind mit a = 55 ausgerechnet. 
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Fig. 23. 


Ill. Kalibrierung des Starkeverfliissigungsapparats mittels 
Rohrzuckerlosungen. 


Versuchsreihen 20—26. 


Da die Kartoffelstirkelésungen, welche auf vorstehend 
angegebene, fiir simtliche Lésungen gleiche Weise hergestellt 
wurden, wesentlich variierende GréBe der Zihigkeit ergaben, 
habe ich es als notwendig erachtet, meinen Apparat mittels 
eines Stoffes zu kalibrieren, der quantitativ gelist werden 
konnte, und dessen Viscositat in bekannter Weise mit Temperatur 
und Konzentration varierte. Ich habe deshalb in Liésungen 
von Kahlbaums krystallisierter Saccharose die Aufsteigezeiten 
der Glaskugeln untersucht und diese mit den von Orth?) 
gefundenen Werten der Viscositat solcher Lésungen verglichen. 

In den folgenden Versuchsreihen 20—26 wurden variierende 
Mengen Saccharose zu Wasser zugesetzt, bis die Lésung 100¢ 
wog, und wurden danach bei variierenden Temperaturen die 
Aufsteigezeiten der Glaskugel wie in der Versuchsreihe 1 be- 
stimmt. Es wurde stets die Glaskugel I gebraucht. 


1) Ph. Orth, Bl. Ass. Chim. Sue. dist. Bd. 29, S. 143. 
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~~ 3 A | a Aufsteigezeiten fn | Aufsteigezeiten 
a . — der Glaskugel ee der Glaskugel 
——| ig Oelsiusgrade Sekunden Celsiusgrade Sekunden 
. Versuchsreihe 20. Versuchsreihe 22 (Forts.). 
72 g Saccharose auf 100g Mischung. 23.4 34,0 
Beilage 101. 21,9 “751 
40,0 27,1 20,7 41,1 
36,2 33,3 20,0 48,4 
34,8 36,9 19,1 46,6 
Versuchsreihe 21. Versuchsreihe 23. 
10 g Saecharose auf 100g Mischung. g Saccharose auf 100g Mischung. 
Beilage 102. Beilage 104. 
Graphische Darstellung Fig. 24. Graphische Darstellung Fig. 24. 
40,0 17,0 40,0 9,1 
36,2 20,2 37,4 9,6 
34,8 21,6 34,8 11,0 baat # 
32,1 28,2 32,0 13,2 oer 
30,0 32,5 30,0 14,9 BS ale 
28,6 36,7 28,0 16,7 : 
27,6 40,5 27,0 17,9 
27,0 41,3 25,5 19,7 
26,5 42,1 24,0 21,4 
25,7 45,1 22,5 22,7 
20,0 25,6 





Versuchsreihe 22. 


‘8 g¢ Saccharose auf 100g Mischung. Versuchsreihe 24. 





Beilage 103. 64 ¢ Saccharose auf 100g Mischung. 
Graphische Darstellung Fig. 24. Beilage 105. 
40,0 12,0 40,0 7,1 
37,7 13,1 37,4 7.8 
35,9 14,9 34,8 8,9 
34,4 17,2 32,0 9,7 
31,9 19,4 30,0 10,6 
30,0 21,5 28,0 11,9 
29,0 23,2 27,0 18,1 
* 27,9 25,4 25,5 14,5 
27,0 26,9 24,2 15,2 
25,9 29,3 22,5 16,4 
24,7 31,3 20,0 19,1 
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Versuchsreihe 25. 
62 g Saccharose auf 100g Mischung. 
Beilage 106. 


30;0 8,4 
29,0 9,2 
28,0 9,3 
27,4 9,6 
25,0 10,2 
28,7 11,0 
21,7 11,9 
20,0 12,8 





Wenn ich nun die fir die 


Versuchsreihe 26. 
60 g Saccharose auf 100g Mischung. 
Beilage 107. 


30,0 6,5 
29,0 6,9 
28,0 6,9 
27,4 sya 
25,0 LP | 
23,7 8,4 
21,7 8,7 
20,0 9,8 





obigen Saccharoselésungen er- 


haltenen Aufsteigezeiten der Glaskugel mit den von Orth fir 
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solche Lésungen gefundenen Werten der absoluten Viscositat 
vergleiche, so erhalte ich folgende Zusammenstellung: 


























— Saccharose auf ieee teen Aufsteigezeiten Absolute 
Beilage 100 ¢ Mischung P der Glaskugel | Viscositit 

g Celsiusgrade Sekunden nach Orth 
101 7 40 27,1 0,1969 
102 70 40 17,0 0,1282 
102 70 30 32,5 0,2447 
108 68 40 12,0 0,0888 
108 68 30 21,5 0,1548 
103 68 20 43,4 0,8088 
104 66 40 9,1 0,0648 
104 66 30 14,9 0,1016 
104 66 20 25,6 0,1884 
LO5 64 40 4,1 0,0495 
105 64 30 10,6 0,0742 
105 64 20 19,1 0,1233 
106 62 20 8,4 0,0555 
106 62 20° 12,8 0,0859 
107 60 30 6,5 0,0434 
107 60 20 9,8 0,0630 














Diese Ergebnisse sind in Fig. 25 graphisch dargestellt. 


IV. Besprechung der gewonnenen Resultate. 


Betrachte ich die in den Beilagen 28—42 aufgefihrten 
Reaktionskonstanten der Verfliissigung, so fiallt sogleich in die 
Augen, daB einige der ersten Reaktionskonstanten fast jeder 
Beilage ziemlich stark von den ibrigen abweichen und bald 
groBer, bald kleiner sind als die mittlere Reaktionskonstante. 
Dies erklart sich doch leicht aus den Figuren 9, 10, 12, 14, 
16, 18, 20 und 22, woraus man ersieht, daB bei groBer Konzen- 
tration der Stirke die Aufsteigezeiten sehr stark mit der 
Stirkemenge abnehmen. Weiter tibt natiirlich im Anfange 
der Vertliissigungsreaktion eine etwas falsche Bestimmung der 
Reaktionszeit eine betrichtliche Beeinflussung auf die Re- 
aktionskonstante aus. Vernachlissige ich aber diese ersten 
yeklammerten Reaktionskonstanten, so stimmen die tbrigen 
miteinander recht gut iiberein. Um diese Verhiltnisse leichter 
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tiberblicken zu kénnen, fasse ich die Ergebnisse der Bei- 
lagen 28—42 in nebenstehender Tabelle zusammen. 

In der Kolumne A sagt z. B. 19,1 —»> 14,2 (4) aus, dab 
die vier ersten Reaktionskonstanten der Beilage 29 geklammert 
und in der folgenden Rechnung vernachlassigt sind, und daf 
diese Reaktionskonstanten der ersten Reaktionsperiode sich 
im Sinne des Pfeiles verindern. In der Kolumne B gibt 
10,7—12,4 (30) an, daB die folgenden 30 Reaktionskonstanten 
simtlich zwischen 10,7-10° und 12,4-10% liegen. In der 
Kolumne C ist die mittlere prozentige Abweichung vom Mittel 
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2, sg I ey, Die wiahrend der 
= | Vernachlissigte | Miteenommene S75 |8s in Betracht 

D é eae go 1a gekommenen Re- 
a Reaktions- Reaktions- oe | 28 aktionszeit 

3 konstanten konstanten Sa es verfliissigte Stirke 
2 5 Sh cem | in Proz. 
A A B c | D a 
28 | 3,9 —> 6,4 (2)| 7,5— 9,8 (30)] 3,9 | 46 | 21,9 47,6 
29 | 19,6 —> 14,2 (4) | 10,7—12,4 (30) | 3,7 | 46 | 19,8 43,0 
30 | 20,8 -> 17,2 (4) | 13,3—16,9 (22) | 4,1 | 46 17,1 37,2 
31 | 3,9 > 4,6 (3)| 4,5— 6,1 (28) | 6,3 | 45 14,3 31,8 
32 | 6,5 -> 11,8 (3) | 12,4—15,7 (30) | 4,5 | 45 | 21,8 48,5 
33 Keine 16,9—21,6 (28) | 4,2 | 45 | 30,0 66,7 
34 | 4,7 > 4,8 (2)] 5,5— 7,1 (35) | 5,0 | 46 19,5 42,4 
35 | 27,5 > 21,7 (2) | 15,8—19,2 (24) |] 3,9 | 46 | 26,4 51,4 
36 Keine 4,8— 5,8 (30) | 3,4 | 55 17,6 32,0 
37 | 24,1 > 18,5 (3) | 11,9—13,1 (22) ] 2,3 | 55 | 23,4 42,3 
38 | 26,4 > 15,3 (3) | 10,9—13,9 (32) ] 5,1 | 46 | 20,5 44,6 
39 } 4,1 -> 10,0 (2) | 11,5—13,4 (35) | 2,9 | 50 | 28,7 51,4 
40 20.6 (1) 16,1—19,3 (25) | 3,5 | 50 | 30,8 61,6 
Al 17,9 (1) 26,6—30,6 (17) | 2,6 | 50 | 29,2 58,4 
42 9,5 (1) 11,8—16,1 (28) | 6,4 | 55 36,3 66,0 











































der bei der Rechnung mitgenommenen Reaktionskonstanten 
aufgefiihrt. Kolumne D meldet die anfiingliche Stirkemenge. 
In der Kolumne E findet man die Starkemenge, die waihrend 
der in Betracht gekommenen Reaktionszeit verfliissigt worden 
ist, und in der Kolumne F ist diese verfliissigte Stirkemenge 
in Prozenten angegeben. Aus der Kolumne A geht hervor, daB 
in den Beilagen 33 und 36 keine Reaktionskonstanten ver- 
nachlissigt sind, und da die vernachliassigten Reaktions- 
konstanten der Beilagen 28, 31, 32, 34, 39, 41 und 42 kleiner 
und die der Beilagen 29, 30, 35, 37, 38 und 40 gréBer als 
die mitgenommenen Reaktionskonstanten sind. Was die mit- 
genommenen Reaktionskonstanten betrifft, so ersieht man 
aus den Beilagen, daB die Konstanten in den Beilagen 29, 30, 
32 und 33 am Schlu8 der Reaktion eine unbedeutend fallende 
und in den Beilagen 31 und 42 zu Anfang der Reaktion eine 
etwas steigende Tendenz zeigen, wahrend man in den Bei- 
lagen 28, 34, 35, 36, 37. 38. 39. 40 und 41 keinen Gang bei 
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den Reaktionskonstanten findet. Da aus der Kolumne C weiter 
hervorgeht, daB die mittlere Abweichung vom Mittel der bei 
der Rechnung mitgenommenen Reaktionskonstanten nur 4,1 °/, 
betriigt, so scheint es mir, als ob man mit Recht von Reak- 
tionskonstanten bei der Starkeverfliissigungsreaktion sprechen 
kann. Da sich zudem nach der Kolumne F diese Reaktions- 
konstanten auf 49,1°/, der totalen Verfliissigungsreaktion be- 
ziehen, so betrachte ich die Stirkeverflissigungs- 
reaktion als eine monomolekulare. 

Wenn ich weiter die oben angegebenen Reaktionskon- 
stanten (k- 10°) auf 1 ccm unverdiinnte Enzymlésung umrechne und 
sie als k, - 10* auffiihre, so erhalte ich folgende Zusammenstellung. 





Reaktions- {| Kubikzenti- | Umgerechnete | Mittlere 
—_—- konstanten meter Reaktions- Ab- 
sat Versuch der Ver- | unverdiinnte |konstanten der , ' 
Beilage fliissigung |Enzymlésung| Verfliissigung weichung 
k- 108 E, k, + 108 in °/, 
28 i3a 9,0 0,8 11,3 17,7 
29 13b 11,7 1,2 9,8 2,1 
30 13¢ 14,8 1,6 9,8 3,1 
31 l4a 5,3 2! 8,0 16,7 
32 14b 14,0 4, 10,5 9,4 
38 l4e 19,1 2 9,6 0 
34 iba 6,5 0,7 9,3 3,1 
35 15b 17,5 1,4 12,5 30,2 
36 16a 5,1 0,7 1,3 24,0 
37 16 b 12,4 1,4 8,9 1,3 
38 17 12,1 1,4 8,6 10,4 

















In allen diesen Versuchsreihen 13—17 ist dieselbe Enzym- 
lésung E, gebraucht. Das Mittel der auf 1 ccm unverdiinnte 


Enzymlésung umgerechneten Reaktionskonstanten ist 9,6- 10°. 
Die mittlere Abweichung der Reaktionskonstanten von diesem 
Mittel betrigt nach der letzten Kolumne 11,3°/,. Die ver- 
flissigende Kraft des Enzyms ist also der Enzym- 
menge proportional. 

Von Interesse ist es zu untersuchen, inwiefern in diesen 
Versuchen die verzuckernde Kraft des Enzyms der angewendeten 
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KEnzymmenge proportional ist, und habe ich deshalb auch die 
Reaktionskonstanten der Verzuckerung auf 1 ccm unverdiinnte 
Knzymlésung umgerechnet. 








Reaktions- | Kubikzenti- | Umgerechnete | Mittlere 

i konstanten meter Reaktions- Ab- 

' Versuch | der Ver- | unverdiinnte|}konstanten der| _. . 
Beilage zuckerung |Enzymlésung| Verzuckerung weichung 

kk 108 E; ky - 108 in °/, 

28 i3a 5,1 0,8 6,4 8,5 

29 13b 6,3 1,2 5,3 10,2 

30 13 ¢ 9,5 1,6 5,9 0 

31 lia 4,1 2), 6.2 5,1 

32 14b 7,4 4), 5,6 5,1 

33 14¢ 10,0 2 5,0 15,2 

34 15a 4,4 0,7 6,3 6,8 

35 15b 8.2 1,4 5,9 0 

36 16a 4,9 0,7 7,0 18,6 

37 16b 8,7 1,4 6,2 5,1 

38 17 1,2 1,4 5,1 13.6 

















Das Mittel der auf 1 ccm unverdiinnte Enzymlésung um- 
gerechneten Reaktionskonstanten ist 5,9-10°, und die mittlere 
Abweichung der Reaktionskonstanten von diesem Mittel be- 
triigt nach der letzten Kolumne 8°/,, und die verzuckernde 
Kraft des Enzyms ist hier wirklich sowie im allgemeinen der 
Knzymmenge proportional. 

Im Nachtrag') zu meiner zweiten Mitteilung iiber Ver- 
giftungserscheinungen an Amylasen habe ich gesagt, daB die 
Verfliissigung viel schneller verlauft als die Verzuckerung; 
ich hatte damals aber noch nicht gefunden, daB die Aufsteige- 
zeiten der Glaskugeln so schnell mit der Stirkemenge sinken, 
wie ich dies mit den Figuren 9, 10, 12, 14, 16, 18, 20 und 22 
nun mitteile. Zudem mu8 ich hervorheben, daB die im Nach- 
trag angegebene Aufsteigezeit (10 Sekunden) der Glaskugel in 
reinem Wasser sich auf die Zimmertemperatur bezieht, und 
daB diese Aufsteigezeit bei 37° 4,6 Sekunden ausmacht (Bel- 
lage 91). Wie aus den oben erwa&hnten Figuren hervorgeht, 
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ist diese Bemerkung von einer wesentlichen Bedeutung beim 
Beurteilen, wie weit die Verfliissigungsreaktion vorgeschritten 
ist. Nun habe ich aber (8.70 u. 71) gefunden, daB die auf 1 ccm 
unverdiinnte Enzymlésung KE, umgerechneten Reaktionskon- 
stanten der Verfliissigung und der Verzuckerung 9,6-10° bzw. 
5,9-10% sind, und die Verfliissigung der Stirke verliuit 
somit nur etwa 1,7mal schneller als die Verzuckerung. 
Ein so kleiner Unterschied in der Reaktionsgeschwindigkeit 
der Verfliissigung und der Verzuckerung gibt mir kein Recht. 
in der Amylase das Enthalten eines verfliissigenden und eines 
verzuckernden Enzyms anzunehmen. 


Vv. Vergiftung der Malzamylase durch AgNoO.. 
Versuchsreihe 27. 

Da v. Euler und Myrback?) neulich gefunden haben, dag 
die AgNO,-Vergiftung der Saccharase einen fiir jede Aciditat 
bestimmten Grenzwert erreicht, welcher bei weiterem Zusatz von 
AgNO, nicht mehr iiberschritten wird, habe ich nocheinmal die 
AgNO,-Vergiftung der Malzamylase in dieser Hinsicht untersucht. 

1 g chemisch reines AgNO, wurde in destilliertem Wasser 
auf 1 Liter gelést. Von dieser Lésung wurden 10 ccm bis 
zu 1 Liter verdiinnt und hiervon 30 ccm bis zu 300 ccm. Von 
dieser Loésung, die somit 0,001 mg AgNO, per Kubikzenti- 
meter enthielt, wurden varriierende Mengen zu einem Kolben 
zugesetzt, der vorher 10 ccm 0,29-normale Natriumacetatlésung 
(Px = 4,97), 5 com Enzymlésung E, und Wasser bis zu 50 ccm 
Totalvolumen bei 37° enthielt. Die Trockensubstanz der 
Enzymlésung war 0,75 mg per Kubikzentimeter. Nach einer 
Kinwirkungsdauer von 30 Minuten wurden 10 ccm aus dem 
Giftkolben herausgenommen und zu einem Reaktionskolben 
zugesetzt, der 50 ccm zweiprozentige Liésung léslicher Stirke, 
10 ccm Acetatlésung und 10 ccm Wasser, alles von 37°, ent- 
hielt. Nach verschiedenen Zeiten wurden Proben von 10 ccm 
fiir die Zuckerbestimmung nach Bertrand genommen. 

In Fig. 26 sind diese Verhiltnisse, welche fiir die Aciditat 
Py = 4,97 gelten, graphisch dargestellt. Die Vergiftungskurve 





1) y. Euler u. Myrbick, Diese Zs. Bd. 121, 8S. 177 (1922). 
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Nr. der Giftmenge | resem 
Beil A NC he + 108 Reaktionsge- 
la a cr oe . . ~ 
er me eo schwindigkeit 
81 0) 19,0 100 
82 0,002 16,2 85,3 
83 0,0035 14,8 7,9 
84 0,005 12,8 67,4 
86 0,0085 1,9 41,6 
87 0,010 5,7 30,0 
88 0,012 4.3 22,6 
89 0,015 2,2 11,6 
90 0,020 1,0 5,3 
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Fig. 26. 


wurde hier auf etwas gréBere AgNO,-Konzentrationen und 
Versuchszeiten ausgedehnt als friiher. Wie in meinen ersten 
Versuchen?), finde ich anfangs eine umgekehrte Proportionalitit 
zwischen Giftmenge und Reaktionsgeschwindigkeit, erst bei 
AgNO,-Mengen iiber 0,02 mg nimmt die Inaktivierung lang- 
samer zu als die AgNO,-Menge. 

Der Einflu8 der Aciditit auf die Vergiftung der Malz- 
amylase wird in einer folgenden Mitteilung besprochen. 

') Diese Zs. Bd. 114, 8S. 51 (1921). 
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Urban Olsson, 








Reaktions- | Aufsteige- Reaktions- 


zeit zeit 


Minuten | Sekunden Minuten 





Beilage 1. 


3,0 37,6 

5,0 30,9 

7,0 29,0 

8,0 27,2 
10,5 24,0 
13,0 21,0 
16,5 19,5 
17,0 18,0 
22,0 17,0 
25,0 15,7 
28,0 15,0 
29,5 15,3 
31,5 14,1 
34,5 13,9 
36,5 13,7 
40,0 13,0 
44,5 12,8 
48,0 12,0 
52,0 12,0 
04,5 12,0 
59.0 12,0 








2,0 36,6 

3,0 35,5 

6,0 34,2 

1,9 33,0 
8,5 32,0 
11,0 30,8 
13,5 29,1 
17,0 27,4 
20,0 26,5 
21,0 26,0 
22,5 24,8 
25,0 24,5 
26,0 24,0 
28,0 23,6 
29,0 23,0 
31,5 22,0 
34,0 21,2 
36,0 21,0 
38,0 20,2 
39,0 20,4 
42,5 19,2 











Aufsteige- Reaktions- | Aufsteige- 
zeit zeit zeit zeit 
Sekunden Minuten | Sekunden 
a0 | m2) -—C<“‘<‘éia (CC 
66,0 12,0 63,0 21,0 
Fr 9 
Beilage 2. 69,5 vine 
3,0 41,2 Beilage 3. 
5,0 39,8 3,0 48,9 
6,5 38,1 10,0 48,0 
10,0 36,1 13,0 48,0 
13,0 34,4 14,0 47,2 
14,0 32,2 18,0 47,1 
18,0 31,0 25,0 48,9 
22,0 29,5 27,5 48,1 
27,5 27,9 29,0 46,9 
29,0 27,7 33,0 48,7 
33,5 27,1 35,0 47,0 
37,0 26,0 37,0 46,9 
40,0 25,0 40,0 46,9 
42.0 25,0 42,0 47,5 
45,0 24,0 49,0 47,7 
49,0 23,5 56,0 47,5 
54,5 23,0 59,0 47,5 
56,5 22,2 63,0 48,0 
59,0 21,0 66,0 48,0 
Versuchsreihe 2. 
44,0 19,2 21,0 24,0 
45,5 18,8 22.0 23,2 
46,5 19,0 24,5 22.4 
49,0 18,0 26,0 22,0 
51,0 17,0 27,0 21,5 
52,0 17,7 30,5 20,8 
54,0 17,6 32,0 19,8 
55,9 17,2 33,5 19,5 
58,0 16,5 36,0 20,0 
60,5 16,2 38,5 19,2 
65,0 15,5 40,5 18,7 
42,5 18,5 
Beilage 5. 45,0 17,5 
1,5 34,5 £7,5 se 
. ‘ 49,5 16,6 
4.0 33,0 
“ 52,5 16,5 
6,0 32,0 - ‘ 
‘ 56,0 16,0 
7.0 31,0 , 
3 ( 57,5 16,2 
3,0 29,2 : 
C 60,0 15,8 
10,5 27,0 ’ ; 
‘ 61,0 15,2 
15,5 26,1 : 
: _ 63,5 15,0 
18,5 25,0 6h 5 14.9 
19,5 24,4 " r* 
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Reaktions- | Aufsteige- Reaktions-| Aufsteige- Reaktions- | Aufsteige- 


zeit zeit 


Minuten | Sekunden Minuten | Sekunden 


zeit 


zeit 


zeit 
Minuten 


Versuchsreihe 2 (Fortsetzung). 


Beilage 6. 


2 35,0 
3 35,0 
4 36,0 
5 34,8 


Beilage 7. 

2 47,0 

8,5 45,0 

6,0 44,0 
14,5 42,2 
20,0 41,0 
23,0 39,0 
24,5 37,5 
27,5 37,2 
35,0 34,2 
38,0 32,5 
40,0 32,7 
43,0 31,2 
46,5 30,5 
48,0 30,0 
49,0 29,5 
50,5 29,0 
52,5 28,8 
25,5 27,5 
58,5 27,0 
59,5 26,2 





Beilage 10. 





1,0 36,8 
2 34,3 
3 33,8 
4 32,0 
7 29,8 
8 29,2 

10 27,0 

12 26,4 

14 24,2 

16 23,4 

17 23,8 

22,0 


9 
15,5 
18 
24 
31 
33,5 


Versuchsreihe 8. 


62,0 
66,0 
71,0 
75,5 


81,0 | 


84,0 
88,0 
89,5 


37,0 
36,6 
35,0 
36,8 
35,5 





36,0 


25,8 
24,2 
23,4 
23,5 
22,2 
21,7 
21,2 





20,5 


Beilage 8. 





1,5 45,8 
3,0 45,2 
4,5 44.8 
10,0 45,0 
11,0 45,0 
20,0 44,0 
28 43,4 
31 43,0 
45 42,2 
48 43,0 
51,5 41.0 
Versuchsreihe 
21 21,4 
24 20,0 
27 19,4 
29 18,2 
30,5 18,8 
32 17,8 
35,5 17,2 
38 15,8 
39 16,2 
41,5 16,0 
44 15,6 
47 15,2 
51 14,6 
14,2 





36 
38 
39,5 
43,5 
57 








zeit 
Sekunden 


34,8 
35,0 
37,0 
35,0 
35,8 


41,0 
41,8 
41,4 
40,0 
40,0 
39,0 
38,2 
38,0 
37,7 


Beilage 9. 





5 44.0 
16 44.5 
24 44,4 
35 44,0 
38 44,6 
46,5 45,1 
56 46,0 
66 45,4 
76,5 45,7 
84 45,6 
56 13,5 
57 13,4 
58,5 13,0 
61 13,6 
62 13,4 

Beilage 11. 

1,5 35,0 

8 34,8 

4,5 34,5 

6 34,7 
11,5 33,6 
13,5 33,0 





31,5 
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Reaktions- | Aufsteige- 


zeit 


Minuten | Sekunden 


20 
21 
23 
25 
28 
29 
31 
33 
37 
38 
40 
42,5 
44 





zeit 


Minuten 


Reaktions- | Aufsteige- Reaktions- | Aufsteige- 


zeit 


zeit 


zeit 


Versuchsreihe 4 (Fortsetzung). 


32,4 
30,8 
31,0 
31,0 
31,8 
31,0 
30,0 
30,2 
29,9 
29,0 
29.2 
29.0 
9 O 


als 


Beilage 13. 





45,0 
41,5 
42.5 
39,5 
40,1 
38,7 
38,0 
36,4 
35,5 
34,0 
33,8 
32,8 
31,1 
30,8 
30,9 
29,0 
29,0 
27,0 
25,8 
24,9 


25,5 


Beilage 16. 
2.0 
5,0 
6,5 
8,9 


33,1 
30,8 
30,6 
30,4 


47.5 
50 
51 
52,5 
53,5 
56 
58,5 
60 
61 


Beila 
2 


3 


Versuchsreihe JB. 


28,1 
27,2 
27,3 
26,3 
26,4 
26,8 
26,0 
25,7 
25,7 
ge 12. 

34,2 
33,2 











48,5 25,9 
50,0 25,1 
55,0 24,0 
56,0 23,5 
58,0 23,1 
Beilage 14, 
3,0 45,0 
4,5 42,6 
7,5 41,8 
9,5 40,0 
11,0 39,2 
13,0 37,5 
15,5 36,7 
19,0 34,2 
22.0 33,8 
23,5 32,9 
25,0 32,2 
28,5 31,5 
30,5 31,0 
32,5 29,0 
36,0 27,9 
38,0 27,2 
Versuchsreihe 
10,0 29,0 
11,5 28,4 
12,5 27,5 
14,0 26,9 
15,5 26,4 
17,0 26,2 

















zeit 


Sekunden Minuten | Sekunden 
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Reaktions- | Aufsteige- Reaktions- | Aufsteige- Reaktions- | Aufsteige- 


zeit 


Minuten 


30,0 
31.5 
33,0 
34,5 
37,5 
39,0 
42.0 
46,5 
48,0 
49,5 
51,0 
55,5 
58,5 
60,0 
64,5 
67,0 





zeit 
Sekunden 


Versuchsreihe 6 (Fortsetzung). 


23,0 
22,3 
22,3 
21,8 
21,8 
22,0 
21,2 
20,5 
20,9 
20,2 
20,4 
20,0 
19,0 
18,8 
17,5 
17,1 


Beilage 17. 


2,0 
3,0 
4,5 
6,5 
8,0 





36,0 
34,3 
34,0 
33,5 
33,1 


Beilage 19. 


2,0 

3,5 

5,0 

7,0 

8,5 
10,5 
12,5 
14,0 
16,0 
17,0 
19,0 
20,0 
22,5 
24,5 
28,0 
30,0 
31,5 
33,5 
38,0 
40,5 
42,5 





39,2 
39,0 
37,9 
37,2 
37,2 
36,2 
35,2 
35,2 
35,0 
35,0 
34,9 
34,0 
33,0 
33,0 
32,3 
31,5 
32,0 
31,5 
29,1 
30,1 
29,1 


zeit 


zeit 


Minuten | Sekunden 








10,0 32,1 
11,0 32,0 
13,0 31,2 
15,0 31,0 
17,0 29,5 
18,5 28,8 
20,0 27,5 
25,0 27,2 
26,0 26,4 
27,5 26,8 
29,0 26,5 
30,5 25,5 
32,0 25,2 
36,0 25,2 
31,5 25,2 
39,5 24,8 
41,0 24,1 
43,0 23,6 
44.0 23,2 
46,0 22,0 
47,0 22,5 
49,0 22.9 
50,0 22,9 

Versuchsreihe 
44,0 29,1 
47,0 27,9 
49,0 28,0 
50,0 27,8 
52,0 27,7 
53 27,2 
55 27,0 
57 27.0 
62 26,3 
64,5 26,2 
66,0 25,2 

Beilage 20. 
2.0 37,2 
3,5 87,2 
5,0 36,3 
10,5 37,0 
12,0 36,8 
14,0 36,9 
15,5 37,0 
17,0 36,9 
19,0 36,7 
21,0 36,7 








zeit 


zeit 


Minuten | Sekunden 














51,5 23,0 
54,0 21,9 
57,0 21,9 
60,0 21,9 
61,5 21,8 
63,0 21,5 
Beilage 18. 
2,0 30,9 
4,0 30,9 
8,5 31,0 
10,0 31,0 
17,0 30,8 
22.0 31,3 
25,5 30,5 
33,0 30,0 
37,0 29,9 
48,0 31,0 
53,0 30,9 
57,0 31,5 
61,0 31,5 
67,0 30,9 
70,0 31,3 
22.5 36,2 
24,5 35,9 
26,0 37,0 
27,5 37,0 
29,0 37,0 
35,0 37,0 
38,0 36,5 
40,0 37,5 
42,0 37,8 
47,0 36,6 
49,0 37,0 
51,0 37,2 
56 36,2 
57,5 37,2 
62 37,1 
63,5 35,4 
65,5 36,0 
Beilage 21. 
4,0 34,5 
5,0 35,0 
7,0 34,3 
11,0 34,7 
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Reaktions- | Aufsteige- Reaktions- | Aufsteige- 


zeit 


Minuten 


zeit 


Sekunden 


zeit 


zeit 


Minuten | Sekunden 


Reaktions- | Aufsteige- 


zeit 


Minuten 


Versuchsreihe 7 (Fortsetzung). 


34,1 
35,1 
33,9 
34,2 
35,0 





Beilage 22. 


1,5 

3,0 

5,0 

7,5 

9,0 
11,5 
13,0 
15,5 
17,0 
19,5 
21,5 
24,0 
26,0 
27,5 
29,5 
32,0 
34,0 
36,0 
38,0 
40,5 
42,5 
44,0 
46,5 
48,0 


41,2 
41,0 
38,5 
38,5 
37,2 
37,4 
35,5 
36,2 
35,5 
35,5 
34,2 
33,0 
33,0 
31,9 
31,1 
32,0 
31,1 
30,9 
30,7 
31,0 
29,5 
30,0 
29,0 
28,9 





Beilage 25. 


2,0 
4,0 
5,5 
7,5 

11,5 

14,0 

15,5 

17,0 

19,0 

21,0 


40,0 
39,0 
38,2 
37.2 
36,0 
34,8 
33,7 
33,0 
32.0 
31.2 





22,5 
24,0 
25.5 
27,0 
28,5 
30,0 
32,0 
34,0 
35,5 
38,0 
39.5 
41.5 








36,5 34,5 
42,0 34,2 
45,5 33,9 
47,5 34,7 
51,0 34,1 

Versuchsreihe 
51,0 27,2 
53,0 28,0 
54,5 27,9 
57,0 27,0 
59,0 26,8 
60,5 26,0 
64,0 25,8 
65,5 25,0 

Beilage 23. 
2,0 44,8 
3,5 43,8 
5,5 42,9 
1,5 42,3 
11,5 41,1 
13,0 41,8 
15,0 41,2 
21,5 42,3 
23,5 41,3 
27,5 41.9 
29,0 41,5 
31,5 42,4 
36,0 41,0 
38,0 41,8 
40,0 41,0 
42.0 41,2 





Versuchsreihe 9. 


31,0 
29,8 
29,0 
28,9 
28,9 
27,8 
27,0 
27,0 
26,9 
25,7 
25.5 
25,0 





58,0 
62,0 
66,0 


44,0 
46,0 
48,5 
50,5 
52,5 
54,5 
56,0 
58,5 
61,0 
63,0 
65,0 





zeit 


Sekunden 


33,8 
34,6 
34,4 


40,5 
40,5 
40,5 
41,0 
41,0 
39,1 
40,1 
41,0 
40,5 
39,1 
38,9 


Beilage 24. 


2,0 

4.0 
11,0 
12,5 
14,5 
24,5 
30,5 
36,5 
43,0 
51,0 
57,5 
63,5 


43,0 
44,5 
46,5 
48,0 
50,0 
52.0 
54,0 
56,0 
60.5 
64,0 
66.0 








40,6 
42,3 
40,9 
42,0 
41,2 
41,9 
40,3 
39,9 
41,5 
40,7 
41,9 
41,0 


24,0 
24,5 
23,7 
23,6 
22.7 
22.1 
22.0 
21,9 
20,8 
20,4 
20,1 
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Reaktions- | Aufsteige- Reaktions-| Aufsteige- Reaktions- | Aufsteige- 


zeit 


Minuten 


zeit 
Sekunden 


Versuchsreihe 9 (Fortsetzung). 





zeit 


Minuten } Seku 





zeit 


nden 


zeit 


zeit 


Minuten | Sekunden 

















; 38,5 35,1 9.5 37,0 
Beilage 26. 40,0 34,9 11,5 38,0 
1,5 42,1 43.0 34,2 15,0 36,5 
3,5 42,0 44,5 34,2 17,5 36,9 
7,0 40,9 46,0 33,7 19,0 36,5 
9.0 39,5 48,0 33,1 21,0 36,1 
11,5 39,0 52,0 32,8 28,0 37,2 
13,0 38,4 55,5 33,0 38,5 37,2 
18,0 38,2 57,5 32,1 38,0 36,8 
20,0 38,0 59,5 32,1 41,0 37,0 
21,5 38,1 60,5 31,5 46,5 37,1 
23,0 37,5 62,5 31,2 51,0 31,5 
25,5 37,5 64,0 31,0 56,0 37,2 
27,5 37,0 66,0 31.0 59,5 36,8 
30,0 36,5 64,0 36,0 
rep iy Beilage 27. oop 31,6 
35,0 35,8 2.0 37,0 
37.0 35,1 4.0 37,2 
Versuchsreihe 13. 
, Reaktions- | Aufsteige- | Stirke- Mittlere 
gh -” zeit zeit menge h + 108 — 
Beilage Minuten | Sekunden a-x weichung 
| 28 2,0 41,8 45,2 (3,9) os 
3,5 38,0 43,7 (6,4) ot 
5,0 35,4 42.2 15 6,6 
: 6,25 33,5 41,2 1,7 4,4 
3 7,5 31,7 40,1 8,0 11,1 
a 8,75 30,0 39,1 1 10,0 
E 10,0 27,5 37,3 9,1 1,1 
‘ 11,25 25,9 85,9 9,6 6,7 
. 12,75 25,4 35.5 8,8 2,2 
A 14,0 24,1 34,1 9,3 3,3 
15 23,4 33.6 9,1 13 
16 22.3 32,2 9,7 7,8 
17 22.0 32.0 9,3 3,3 
18 21,4 31,1 9,4 4,4 
20 20,3 29,8 9,4 4,4 
21 19,9 29,1 9,5 3,6 
9.6 6,7 
9,7 7,8 
9,1 1,1 
9,3 3,3 
9.2 2,2 
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Nr. der 
Beilage 


29 











zeit 
Minuten 





Reaktions- | Aufsteige- 


zeit 


Sekunden 


Versuchsreihe 13 (Fortsetzung). 


27 
28 
29 
31 
32 
34 


17,8 
17,5 
17,3 
16,3 
16,5 
16,0 
16,0 
16,0 
15,5 
15,5 
15,2 





36,3 
32,4 
31,6 
28,7 
28,0 
27,3 
25,8 
24,8 
23,1 
22,4 
21,5 
20,9 
20,3 
19,6 
19,2 
18,4 
18,3 
17,8 
17,3 
16,8 
16,5 
16,5 
16,5 
16,2 
16,0 
15,6 
15,5 
15,2 
15,1 
14,9 
14,7 
14,7 
14,6 
14,2 











Stirke- 
menge 
a-Z 


k + 10° 


26,0 
25,5 
25,0 
23,0 
23,5 
22,2 
22,2 
22,2 
21,4 
21,4 
20,3 





42,6 
40,4 
40,0 
38,1 
37,8 
37,0 
35,9 
34,8 
33,1 
32,2 
31,2 
30,2 
29,8 
28,8 
28,1 
26,8 
26,5 
25,9 
25,0 
24,0 
28,5 
23,5 
22.8 
22,2 
21,5 
21,4 
20,3 
20,1 
19,9 
19,5 
19,5 
19,0 
18,0 





Mitiel | 


3 11,7 








we 


| Mittlere — 
prozentige 
Ab 


ichung 


~~ ~ J 


wet OO on Of ae bp be 
ow bo m= CO m= NS DO 


— 


~~ 


Be 
a 
ie 
a 
a 
18 
ae 
a 
os 
Bi 
wy 
: 











Vergiftungserscheinungen an Malzamylase usw. 81 
! . 
Reaktions- | Aufsteige- Stirke- Mittlere 
ne zeit zeit menge k + 10° ——— 
Beilage Minuten | Sekunden a—2 weichung 
Versuchsreihe 13 (Fortsetzung). 
30 1,7 35,9 42,4 (20,8) 
3,0 32,3 40,3 (19,2) 
4,25 29,9 88,9 (17,2) 
5,5 26,7 36,5 (18,3) 
6,5 25,6 35,7 16,9 14,2 
7,5 25,5 35,6 14,9 0,7 
8,5 24,2 34,2 15,2 2,7 
10,0 22,0 32,0 15,8 6,8 
12,0 21,0 30,6 14,8 0 
13,0 19,2 28,1 16,5 11,5 
14,25 19,0 27,9 15,2 2,7 
15,0 18,4 26,8 15,6 5,4 
16,0 18,3 26,5 15,0 1,4 
17,0 17,7 25,9 14,7 0,7 
18,0 17,2 24,8 14,9 0,7 
19,0 16,8 24,0 14,9 0,7 
20,0 16,7 23,8 14,3 3,4 
21,25 16,0 22,2 14,9 0,7 
22,0 15,8 21,9 14,7 0,7 
23,0 15,9 22,1 13,8 6,8 
24,0 15,3 20,8 14,4 2,7 
25,0 15,1 20,1 14,4 2,7 
26,0 14,8 19,7 14,2 4,1 
: 27,0 14,6 19,0 14,2 4,1 
: 28,0 14,7 19,5 13,3 10,1 
; 29,0 14,5 18,6 13,6 8,1 
Mittel: 14,8 
Versuchsreihe 14, 
4 31 1,7 42,0 44,2 (4,6) 
i 3,25 40,4 43,7 (3,9) 
; 4,75 39,3 43,1 (3,9) 
4 6,25 36,7 42,1 4,6 13,2 
; 7,5 35,4 41,6 4,5 15,1 
4 9,0 33,4 40,4 5,2 1,9 
4 10,5 32,6 40,0 4,9 7,5 
4 11,75 31,6 39,5 4,7 11,3 
q 13,0 29,5 38,1 4,9 7,5 
7 14,25 30,2 38,5 4,8 9,4 
q 15,5 29,0 37,9 4,8 9,4 
4 16,75 26,8 36,1 5,7 7,5 
F 18,25 25,8 34,9 6,0 13,2 
19,25 25,4 35,0 5,6 5,7 
a 20,25 25,3 34,9 5,5 3,8 
4 21,25 25,2 34,9 5,2 1,9 
a 22,25 24,6 34,2 5,4 1,9 
g 24,0 23,9 33,8 5,2 1,9 
a 25,0 23,3 33,0 5,4 1,9 
. Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie. CXXVI. 
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Stirke- 
menge 
a-2 


k- 108 





32 

















Reaktions- | Aufsteige- 
zeit zeit 
Minuten Sekunden 
Versuchs 

26,0 23,0 
28,0 21,7 
29,0 21,5 
30,0 20,2 
32,0 20,0 
33,25 20,3 
34,0 20,3 
85,0 19,7 
36,0 19,6 
37,0 19,6 
38,0 19,4 
39,0 19,0 

1,5 41,2 

3,0 35,8 

4,5 82.0 

5,75 29,0 

7,0 26,4 

8,0 26,0 

9,0 24,7 
10,0 23,4 
11,0 21,7 
12,0 21,2 
13,0 19,5 
15,0 18,7 
16,0 18,1 
17,0 17,7 
18,0 16,5 
19,0 16,6 
20,0 16,5 
21,0 16,1 
22,0 15,8 
23,0 15,8 
24,25 14,9 
25,0 14,9 
26,0 14,8 
27,0 14,5 
28,0 14,2 
29,0 14,3 
30,0 13,8 
31.0 13,9 
32,0 13,9 
33,0 13,3 
34,0 13,9 
35,0 13,6 
36,0 13,7 











reihe 14 (Fortsetzung’. 


32,6 
31,4 
81,0 
29,5 
29,1 
29,5 
29,5 
28,5 
28,4 
28,4 
28,2 
27,8 


44,0 
41,7 
39,8 
37,9 
35,9 
35,6 
34,3 
33,2 
31,4 
30.6 
28,2 
27,1 
26,1 
25,8 
23,5 
23,6 
23.5 
22.2 
21,9 
21,9 
19,9 
19,9 
19,8 
18,5 
17,9 
18,0 
16,5 
16,6 
16,6 
14,8 
16,6 
15,9 
16,1 








5,4 
5,6 
5,6 
6,1 


Mittel: 


Mittlere 


prozentige 
Ab- 


weichung 
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Vergiftungserscheinungen an Malzamylase usw. 83 
nae Reaktions- | Aufsteige- | Stiirke- Mittlere 
a - zeit zeit menge k+ 10° — 
Beilage | Minuten | Sekunden a—2 weichnng 








33 


34 











Versuchsreihe 14 (Fortsetzung). 


1,7 35,3 
8,25 31,4 
4,5 28,0 
5,15 25,2 
6,75 23,2 
7,25 21,7 
8,5 21,0 
9,25 20,2 

10,0 19,7 

11,0 19,0 

12.0 17,8 

14,0 16,9 

15,0 16,5 

16 16,1 

17 15,5 

18 15,2 

19 14,8 

20 14,6 

21 14,1 

22 14,0 

24 13,8 

26 13,3 

28 13,4 

29 12,9 

30 13,2 

31 12,8 

32 12,5 

84 12.5 





Versuchsreihe 15. 





2,0 43,0 
3,5 41,4 
5,0 38,1 
6,5 35,8 
8,0 33,9 
9,5 33,0 
11,0 30,0 
12,0 30,0 
13,25 29,1 
14,5 28.0 
15,75 27,0 
17,0 26,0 
18,0 25,3 
19,0 24,7 











41,4 
39,2 
37,1 
34,9 
32,9 
31,4 
30,2 
29,4 
28,6 
27,8 
25,8 
24,1 
23,5 
22.2 
21,1 
20,3 
19,8 
19,0 
17,6 
17,2 
16,5 
14.8 
14.9 
12,9 
14,0 
12,5 
11,4 
11,4 


Mittel: 


45,0 
44,3 
43,2 
42.1 
41,4 
40,8 
39,0 
39,0 
38,2 
87,8 
36,9 
36,0 
35,5 
34,9 


bal 








21,3 
18,4 
18,6 
19,2 
20,1 
21,6 
20,4 
20,0 
19,7 
19,0 
20,1 
19,4 
18,8 
19,2 
19,3 
19,2 
18,8 
18,7 
19,4 
19,0 
18,2 
18,6 
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Nr. der 
Beilage 


Reaktions- 


zeit 


Minuten 








34 


35 











20,0 
22.0 
23,0 
24,0 
25,0 
26,0 
27,0 
28,0 
29,0 
30,0 
31,0 
32,0 
33,0 
34,0 
35,0 
36,0 
37,0 
38,0 
39,0 
40,0 
41,0 
42,0 
43,0 


Versuchsreihe 15 (Fortsetzung). 








Aufsteige- 


zeit 


Sekunden 


23,5 
23,0 
22.3 
22,2 
22.0 
21,3 
21,0 
20,5 
20,0 
19,4 
19,5 
19,0 
18,7 
18,7 
18,2 
18,7 
17,9 
17,9 
18,0 
17,7 
17,0 
17,2 
17,0 


35,8 
32,0 
29,9 
26,8 
25,3 
23,4 
22,7 
21,2 
20,1 
19,6 
19,0 
18,2 
17,3 
17,2 
16,3 
16,3 
15,7 
15,5 
15,5 
14,4 
15,0 
14,8 








Stirke- 
menge 
a-x 





k+ 10° 


6,7 


* & 


D2 SD? AAD AD HD AD MADAM MN OD 
Or eK OOO OKI nocww cel >» 


~“ 


~~ ~ oN ~~ ~~ 


~ ~~ ~ 


~“ 


~~ 


6,7 


Mittel: 6,5 


42,1 
40,1 
39,0 
36,8 
35,5 
33,8 
32,9 
31,1 
29,5 
28,6 
27,7 
26,0 
24,1 
23,9 
21,8 
21,8 
20,1 
19,8 
19,8 
16,3 
18,1 
17,8 





(27,5) 
(21,7) 
17,9 
18,5 
17,3 
17,3 
17,6 
18,9 
18,4 
17,2 
16,9 
17," 
18,7 
17,8 
18,0 
17,1 
18,0 
17,4 
16,6 
19,2 
16,2 
15,8 








Mittlere 


prozentige 


Ab- 
weichung 
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Vergiftungserscheinungen an Malzamylase usw. 


85 








Reaktions- | Aufsteige- | Stiirke- 
zeit zeit menge k+ 108 
Minuten | Sekunden a-—x 


Nr. der 
Beilage 





Versuchsreihe 15 (Fortsetzung). 


35 27,0 14,5 16,6 16,4 
29,0 14,3 15,0 |] 16,7 
31,0 13,4 13,6 17,1 
32.0 13,2 12,6 17,6 


Mittel: 17,5 


Versuchsreihe 16. 


36 2,0 41,2 53,7 5,2 
3,5 39,4 52,5 5,8 
5,0 37,4 51,5 5,7 
6,5 37,0 51,2 4,8 
8,0 36,0 50,4 4,8 
9,25 34,1 49,3 5,1 

10,5 33,0 48,5 5,2 

12,0 32,5 48,1 4,9 

13,25 31,0 47,2 5,0 

14,5 30,2 46,5 5,0 

15,75 29,3 45,9 5.0 

17,25 28,0 44,9 5,1 

18,75 27,5 44,2 5,1 

19,75 26,5 43,5 

20,75 26,3 43,4 

22 25,7 42,6 

23 25,2 42,1 

24 24,9 42.0 

25 24,2 41,1 

26 24 41,0 

27 23,2 40,0 

28 23 39,8 

29 22.4 39,0 

30 21,6 37,9 

31 21,0 37,0 

32 21,0 37,0 

33 21,0 37,0 5,2 

34 20,5 36,1 5,4 

35 20.6 36,2 5,2 


ORR OM OHDOOON 


OT OT OT OT OR OTR OF OF OT OT OT 


“ 














Mittel: 5,1 


87 1,4 36,7 50,9 (24,1) 
3,0 35,0 49,9 (14,1) 
4,25 32,7 48,2 (13,5) 
5,5 30,3 46,5 13,3 
6,75 28,5 45,2 12,6 
8,0 27,0 44,0 12,1 














36 20.5 36,1 5,1 


| Mittlere 


prozentige 
Ab- 
weichung 
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Nr. der 


Beilage 


Reaktions- | Aufteige- 


zeit 


Minuten 





kunden 


Starke- 
zeit menge 
a-x 





37 


38 











Versuchsreihe 16 (F 








25,4 
24.3 
23,4 
22,0 
21,3 
21,0 
20,4 
20,0 
19,5 
19,0 
18,5 
17,9 
17,2 
16,9 
16,3 
16,1 
16,0 
15,7 
15,3 





Versuch 


39,8 
34,3 
31,5 
28,8 
26,5 
26,5 
25,4 
24,5 
23,8 
22.5 
21,8 
21,2 
20,3 
19,7 
19,4 
18,4 
18,2 
17,6 
17,1 
16,9 
16,5 
16,2 
16,0 
16,0 





k +108 


Mittlere 
prozentige 
Ab- 


ichung 





42.2 
41,2 
40,1 
38,3 
37,5 
37,0 
36,1 
35,2 
34,1 
33,1 
32,1 
80,5 
29,0 
28,0 
26,3 
25,9 
25,5 
24,5 
23,1 


Mittel: 





17. 


42,0 
41,2 
39,6 
38,6 
37,5 
37,5 
36,5 
35,9 
35,1 
33,6 
32,5 
81,9 
30,4 
29,7 
29,1 
27,7 
27,8 
26,1 
25,5 
25,0 
24,0 
23,5 
23,1 
23,1 





ortsetzung). 


12,8 
12,6 
12,5 
13,1 
12,8 
12,3 
12,2 
12,1 
12,2 
12,3 
12,3 
12,8 
12,6 
12,2 
12,3 
12,1 
11,9 
12,1 
12,2 


12,4 


(26,4) 
(16,0) 
(15,8) 
13,9 
13,7 
11,8 
11,8 
11,3 
11,2 
11,9 
12,1 
12,0 
12,6 
12,7 
12,4 
13,0 
12,6 
13,0 
12,8 
12,6 
12,8 
12,7 
12,5 
12,0 
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— — — —_——— — ee 
ar Reaktions- | Aufsteige- | Stirke- Mittlere ie 
Re. - zeit zeit menge i:-108 | P — He 
Beilage | Minuten Sekunden a-—2x weichung 6 
Versuch 17 (Fortsetzung). 
38 26,0 15,8 22,5 11,9 1,7 
27,0 15,8 22,5 11,5 5,0 
28,0 15,0 20,6 12,5 3,3 
29,0 15,2 21,2 11,6 4,1 
30,0 15,2 21,2 11,2 7,4 
31,0 14,9 20,3 11,5 5,0 
32,0 15,0 20,6 10,9 9,9 
33,0 14,7 19,8 11,1 8,3 
34,0 14,3 18,6 11,6 4,1 
35,0 14,1 18,1 11,6 4,1 
36,0 14,1 18,1 11,3 6,6 
Mittel: 12,1 
Versuchsreihe 18. 
| 39 1,5 43,0 49,3 (4,1) 
3,25 37,5. 46,4 (10,0) 
4 5,0 32,9 43,8 11,5 8,0 
j 6,25 30,6 42,1 12,0 4,0 
: 7,5 28,5 40,3 12,5 0 
: 8,5 27,0 39,2 12,4 0,8 
; 9,5 25,2 37,8 12,8 2,4 
7 10,5 24,0 36,2 13,4 7,2 
: 11,5 23,2 35,4 13,0 4,0 
12,5 22,2 34,1 13,3 6,4 
1 13,5 21,4 38,1 13,3 6,4 
: 14,5 20,8 32,1 13,3 6,4 mt 
3 15,5 20,3 31,6 12,9 3,2 4 
‘ 16,5 19,7 30,5 13,0 4,0 Ks 
‘ 18,5 19,0 29,5 12,3 1,6 fs 
Q 19,5 18,3 28,2 12,8 2.4 ols 
A 20,5 18,1 27,8 12,4 0,8 “ae 
: 21,5 17,6 26,8 12,6 0,8 eit 
a 22,5 17,2 26,0 12,6 0,8 gt 
23,5 17,1 25,9 12,2 2,4 4 
24,5 16,7 25,0 12,3 1,6 | 
25,5 16,5 24,3 12,3 1,6 iat 
26,5 16,1 23,5 12,4 0,8 a: 
27,5 15,8 22,8 12,4 0,8 d 
28,5 16,0 23,2 11,7 6,4 
29,5 15,5 22.0 12,1 3,2 
30,5 15,2 21,1 12,3 1,6 
31,5 15,2 21,1 11,9 4,8 
32,5 14,9 20,2 12,1 3,2 
33,5 14,5 19,0 12,6 0,8 
35,5 14,0 
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Nr. der 
Beilage 


40 














Reaktions- | Aufsteige- 


zeit 


Minuten 


zeit 


Sekunden 





Stirke- 
menge 
a-2 





k- 10° 


Versuchsreihe 18 (Fortsetzung). 


36,5 
87,5 
38,5 
39,5 
41,5 
42.5 


2 * 


» 


OU OH OU OOO 2 


~~ 


PPA APP 


—_ 
jeond, 


or 











14,1 
14,0 
13,6 
13,8 
13,5 
18,5 


38,0 
34,7 
31,0 
29,0 
25,5 
23,7 
22,5 
21,8 
20,5 
19,5 
18,0 
17,5 
16,8 
16,1 
15,7 
15,3 
15,0 
14,7 
14,4 
14,3 
14,3 
14,2 
13,7 
13,4 
13,5 
13,3 


38,6 
29,5 
25,6 
24.2 
22.0 
20,4 
19,0 
17,5 
17,8 











17,6 
17,2 
15,7 
16,3 
15,1 
15,1 


Mittel: 


46,8 
44,8 
42,2 
40,8 
31,9 
36,0 
34,8 
33,8 
31,9 
30,1 
27,7 
26,3 
25,2 
23,1 
22.5 
21,8 
20,4 
19,8 
18,9 
18,4 
18,4 
18,0 
16,0 
14,5 
15,2 


14,0 


Mittel: 


47,0 
41,2 
37,9 
86,3 
33,9 
31,7 
29,6 
26,5 
26,2 











12,4 
12,4 
13,1 
12,3 
12,5 


12,2 


12,5 


(20,6) 
17,4 
18,4 
16,1 
18,5 
19,0 
19,3 
17,9 
17,6 
18,4 
18,3 
18,6 
17,5 
18,0 
17,3 
17,2 
17,7 
17,5 
17,6 
17,4 
16,7 
16,4 
17,1 
17,9 
16,7 
16,7 











Mittlere 
prozentige 


weichung 


0,8 
0,8 
4,8 
1,6 
0 

2,4 
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; = Reaktions- | Aufsteige- | Stiirke- — 
q = ” zeit zeit menge k +108 ae ia 
3 pease | Minuten | Sekunden a-x weichung 
. Versuchsreihe 18 (Fortsetzung). 
4 41 11,5 16,3 23,9 27,9 1,8 
: 13 15,5 22,1 27,3 3,9 
4 14 14,6 19,7 28,9 1,8 
% 16 14,4 18,8 26,6 6,3 
¥ 17 13,7 16,0 29,1 2,5 
C 19 13,5 14,2 28,8 1,4 
4 20 13,2 13,9 27,8 2,1 
’ 21 13,0 12,0 29,5 3,9 
q 22 13,0 12,0 28,2 0,7 
Mittel: 28,4 
Versuch 19. 




















Mittel: 








14,4 














































































































































90 Urban Olsson, 
= © .¢ a  @ a va 
SPIES] wos] S Be- SPl/xS] ws] Be- 
sal Sas gs a merkungen sels >] as . merkungen 
ZO Ra"S 5 Zi fd as i“ 
Versuchsreihe 1. Versuchsreihe 6. 
43 | 60] 15,0 | 2,0 53 | 72] 35,8 | 7,7 
150] 29,0 | 1,8 * | 120] 39°9 | et 
510 | 59,0 | 2,3 195 | 46,2 | 6,4 
2280 | 90,0 | — | Mittel: 2,0 8280] 70,0 | — | Mittel: 6,7 
44] 150] 17,0 10,91 54 | 72] 31,5 | 6,2 
510] 37,0 | 0,75 120 | 37,2 15,2 ' 
1140] 59,2 | 1,07 183 | 41,6 [4,5 | Mittel: 5,3 
2280} 71,5 | — | Mittel: 0,91 : 
Versuchsreihe 7. 
. Oj ») 
Versuchsreihe 2. 55 75] 81,5 15,8 
45 | 120] 36,0] 2,8 125 | 37,4 | 4,9 
180} 48,7 | 2,5 180 | 42,4 | 4,6 
480 | 60,8 | 2,1 2280| 71,0} — | Mittel: 5,1 
4140] 95,8 | — | Mittel: 2,5 
46 | 120] 83,5 | 2,5 56 | 2280] (38,5){0,01] Mittel: 0,01 
180 | 41,1 | 2,3 Versuchsreihe 8. 
480| 58,3 | 1,8 | Mittel: 2,2 : = 
57 | 78] 16,9 ]2,3 
Versuchsreihe 3. 114 } 23,8 | 2,4 
_ ; 150 | 27,1 | 2,2 
he Be nn ie 2280] 71,9] — | Mittel: 2,3 
480 | 40,0 | 0, ; 
a 58 11750] (4,0)] 0,02 
tats Se Mittel: 1,4 2280] (6,0)] 0,02] Mittel: 0,02 
4s 12580] (5) | 0,01 
4320] (8) |0,01]} Mittel: 0,01 Versuchsreihe 9. 
59 | 75] 48,2] 7,4 
Versuchsreihe 4. 125 | 53,1 75,5 
i 185 | 61,0 | 5,7 
49 75 | 38,1 | 5,1 ny é Mittel: 6.2 
180 50,9 3.7 2340 | 95,6 | — | Mittel: 6,2 
4200} 92,5 | — | Mittel: 4,4 60 | 75] 28,0] 3,1 
: , 125 | 37,0 } 2,8 
50 | 180] (7,1)](0,28) ; ’ 1401. 98 
630| 20°5 |0'27 185] 44,5 |2,6 | Mittel: 2,8 
2340 | 50,8 | 0,28 Versuchsreihe 13. 
3120 | 56,0 | 0,28} Mittel: 0,28 fois 
61 | 50] 34,9] 7,1 
Versuchsreihe 5. 87 | 39,8 | 5,1 
51 | 72) 37,5 18,3 ome oe,4 78,4 
125] 41,9 16,3 waiodd Nourc ict baal - 
188] 47.5 16.8 2820] 89,0 | — | Mittel: 5,2 
2160] 71,7 | — | Mittel: 7,1 s2 | 40| 322/79 
52 | 724 33,5 16,6 80} 41,0 15,8 
127 } 38,5 | 5,0 120] 49,9 | 5,8 
190] 44,7]5,1 } Mittel: 5,6 195] 57,5 15,7 | Mittel: 6,3 
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der 


| Nr. 


Beilage 


| 


' 
~~ S " 
® : | merkungen 
G “S 


zeit (Min.) 
mg 


Versuchsreihe 13 (Fortsetzung). 


63 


66 


68 


69 





























40 | 38,8 | 10,6 
61] 47,2 | 10,1 
95] 54,1] 9,3 
2051 60,9 | 8,0] Mittel: 9,5 
Versuchsreihe 14. 
48| 30,8] 5,5 
75] 36,8] 4,6 
97] 38,3} 3,7 
162] 42,8] 27 
2880] 96,0] — | Mittel: 4.1 
40] 39,3} 9,5 
80] 49,8] 7,3 
110] 54,7] 6,6 
180] 61,6 | 6,0] Mittel: 7,4 
39} 46,8 | 13,3 
79]55,41 9,6 
116] 61,6} 9,3 
167| 63,8 | 7,7] Mittel: 10,0 
Versuchsreihe 15. 
48 | 27,5 5,4 
80] 37,5] 5,1 
115] 40,1] 4,0 
190] 44,5] 2,9 
3000} 88,0 | — | Mittel: 4,4 
751 49,0] 9,2 
101] 52,8 | 8,4 
126] 54,7] 7,5 
160] 57,5] 7,4] Mittel: 8,2 
Versuchsreihe 16. 
45] 30,1] 6,2 


70} 36,1] 5,2 
91] 40,1] 4,8 
150] 43,1 | 3,3 
2760| 90,6 | — | Mittel: 4,9 
38 | 38,0 | 10,5 
65] 46,5] 8,8 
871 50,0] 7,8 
136] 57,7] 7,7] Mittel: 8,7 











-1 


to 


| Reakt.- 
zeit (Min.) 
mg 








rr Be- 
aml 

- | merkungen 
~— 


Zucker X 


Versuchsreihe 17. 











38} 32,0] 9,1 
719| 43,0] 7,3 
112] 47,4] 6,4 
145] 50,0] 5,8 
2700} 83,6 | — | Mittel: 7.2 
Versuchsreihe 18. 
47| 27,3] 5,8 
75] 35,8] 5,4 
130] 45,4] 4,9 
215} 54,1) 5,1 
2460} 84,0 | — | Mittel: 5,3 


37 | 38,6 | 12,5 
70] 48,0 | 10,5 
105] 53,8 | 10,2] Mittel: 11,1 











371 43,7 | 16,0 
70} 53,2 | 14,6 
105 | 56,1 | 12,7] Mittel: 14,4 


Zur Bestimmung der Verzuckerungs- 
konstanten der angewandten Enzym- 
lésungen léslicher Starke gegeniiber. 


-1 


Vt 


-1 
~1 


co 


Versuchsreihe 1. 


10 | 23,2 | 13,4 
15 | 30,9 | 12,6 
20 | 42,7 | 14.5 
25 | 48,3]13,9] Mittel: 43,6 


Versuchsreihe 2. 


10 | 27,3 | 16,2 
15 | 35,5 | 15,1 
25 | 52,2 115.8 
30 | 59,1] 16,3] Mittel: 15,9 


Versuchsreihe 5. 


10 | 22,5 | 12,9 
15 | 32,6 | 13,5 
20 | 37,5 | 12,2 
25 | 44,0-112,1| Mittel: 12,7 
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Mittel: | 


10.1] 11,4 | 13,8 | 


2| “|. me i 
4S] w5| = Be- 3 Pee $ Be- 
Soitaol] - merkungen ce ie we : merkungen 
mas ai Ara | 00's - 
<— a 1 Ni _ a —_——_ — (Si —_—_—__—_5_— — 
Versuchsreihe 9. 83 8 13,6 
10 | 19,8 | 11,1 12 14,1 
15 | 29,1] 11,7 16 15,7 
25 | 44,3 | 12,3 20 15,7) : 
30 | 46,3] 10,9] Mittel: 11,5 24 15,1] Mittel: 14,3 
Versuchsreihe 13. 84] 8 11,3 
ee 12 12,8 
10 | 29,3 | 16,7 16 12,8 
15 | 36,7 | 15,7 20 14,2] Mittel: 12,8 
20 | 43,6 | 15,0 
25 |51,7]15,5] Mittel: 15,7 85 | 12 7,3 
Vv eee 16 0,1 
ersuchsreihe 18. 2() 0,5| Mittel: 9,3 
10 | 30,1 | 18,3 aa: 
15 | 38,7] 16,9 86) 68 v5 
20 | 46,0 | 16,2 ve Hs 
) 75 5, i : 16,8 ’ : 
30 | 58,1] 15,8} Mittel: 16,8 “ 8'7| Mitel: 7,9 
Versuchsreihe 27. 
87 | 16 4,9 
4 14,1 19,1 20 6,1 
8 | 23,5 | 17,0 30 6,1] Mittel: 5,7 
12 | 37,1 | 20,0 : 
16 | 44,9 | 19,5 88 | 20 3,8 
20 | 51,4 ]19,2] Mittel: 19,0 30 4,2 
35 4.9] Mittel: 4,3 
4 | 12,6] 16,9 
8 | 20,3 | 14,3 89] 24 2,2) 
12 | 32.11 16,5 40) 2,1] Mittel: 2,2 
16 | 39,3 | 16,5 
; ey 90 | 60 0,9 
20 | 47,3] 16,9] Mittel: 16.2 70 11] Mittel: 1.0 
Versuchsreihe 10. 
Nr. re cem Kartoffelstirkelésung 
in {0 | 10 | 15 | 25 | 85 | 38 | 42 | 46 | 50 | 55 | 57 
» | 4,5 | 10,0] 11,3] 18,4 | 17,0| 18,1 | 22,2 30,3 | 36,2 | 44,7 
231 4,5 | 9,8] 11,9) 14,0; 16,6 | 18,4 | 23,0 29,6 | 37,0 | 45,9 
a & | 4,3 |10,5/ 11,8 | 18,8 | 16,2 | 18,2 | 22,9 30,9 | 36,9 | 46,0 
SZ] 4,6 | 9,8] 11,1] 18,8] 16,7 | 18,5 | 22,6 30,0 | 36,8 | 44,9 
‘OA Y 4,5 | 10,0] 11,7 | 13,5 | 17,1 | 18,7 | 21,9 30,0 | 36,2 | 45,5 
o- 1 4,6 | 10,1] 11,3 | 13,9 | 16,5 | 18,2 | 22,2 80,2 | 36,3 | 45,1 
"5 bo] 4,7 | 9,9] 11,0 | 14,0] 17,2] 18,1 | 22,3 30,4 | 36,7 | 43,9 
2 2 | 4,7 | 10,3] 11,2 | 13,6 | 16,8 | 18,3 | 22,5 | 29,7 | 35,9 | 44,6 
a8 4,5 |10,0| 11,4 | 13,6 | 16,8 | 18,5 | 22,7 | 30,1 | 36,2 | 45,0 
| 4,7 | 10,3] 11,1 | 14,1} 16,5 | 18,0 | 21,8 | 29,2 | 36,6 | 45,1 
4.6 


16,7 | 18,3 | 22,4 | 26,0 | 30,0 | 36,5 | 45,1 


i] 













































































eS 





Vergiftungserscheinungen an Malzamylase usw. 93 
Versuchsreihe 11. 
s eo ecm Kartoffelstirkelésung 
Za| | 0 | 10 | 15 | 25 | 35 | 38 | | 42 | 46 | 50 | 55 | 57 
2]. 8 4,7 |10,4| 12,3 | 14,5 18,0 | 18,7 | 22,0 25,1 | 28,0 | 36,4 | 37,0 
So | 4,3 | 10,5| 12,2] 14,4] 17,9 | 18,9 | 21,5 | 25,0] 28,5 | 35,0 | 37,1 
a = | 4,4 110,1/ 11,9] 14,91 18,0 | 19,5 | 22,0 | 25,9 | 27,9 | 35,7 | 38,2 
& 3 | 4,6 | 10,4] 11,8] 14,9 18,1 | 19,0 | 2 1,8 | 25,5] 28,0 | 36,1 | 39.2 
2 2 1 4,5 | 10,3) 12,1] 15,0 | 17,8 | 19,2 | 21,8 | 25,8 | 28,2 | 36,2 | 38,5 
| 4,7 10,2] 12,0] 14,8 18,0 | 18,8 | 22,1 | 25,6 | 28,1 | 36,9 | 38,2 
‘S Ww] 4,7 | 10,5 | 11,9] 14,7 18,1 | 19,0 | 21,9 | 25,2 | 28,1 | 35,8 | 38,2 
@ 4 | 4,5 | 10,1 | 12,2) 14,6 17,9) 18,9 | 21,7 | 25,7 | 28,2 | 36,0 | 37,6 
Z 2] 4,6 10,4) 12,1] 14,5 18,2 19,1 | 22,0 | 25,0 27,8 | 36,5 | 87,9 
614.6 9,9) 11,9] 14,9 17,9 | 19,0 | 21,9 | 25,6 | 28,0 37,0 38,1 
Mittel: | 4,6 | 10,3! 12,0/ 14,7! 18,0 19,0] 21,9 | 25,4 | 28,1! 26,2 | 38,0 
Versuchsreihe 12. 
= Sp eem Kantoffelstiirkelésung 
38 a frannte RTS 
Aid 10 15 | 25 i 85 | 388 | 42 | 46 
93 . al 125 | 130 | 17,2 24.5 28,9 | 37,0 | 45,3 
So] 12,5 | 141 , 17,3 | 24,6 | 288 | 3868 | 46,0 
a 3 | 11,9 | 13,5 | 17,0 | 24,0 | 29,0 | 37,3 | 46,4 
82] 121 136 169 23,9 | 29,5 | 36,5 | 45,4 
eM} 120 | 188 | 14,1 24,2 | 29,3 | 86,9 ; 45,8 
oa | 125 | 12,9 | 17,0 | 24,9 29.7 | 37,0 | 45,3 
S | 11,9 13,4 16,9 24,6 | 28,9 | 36,3 | 46,5 
@ 12,4 14,2 17,0 | 25,0 29,2 37,2 | 46,2 
33 | 124 13,5 172 | 24,8 | 290 | 37,3 | 45,8 
: % | 123 | 1838 | 17,0 | 24,2 | 28,3 | 36,9 | 45,9 
 Mittel: | 12,3 | 135 | 171 | 245 | 29,1 | 36,9 | 45,9 
Versuchsreihe 13. 
q & b cem Kartoffelstirkelésung 
4 a | | € M 
BB | 1 | 2% | 3 | 88 | 2 | 46 
4 94 . # 12,5 18,6 | 24,8 | 29,0 35,8 44,9 
: 3s 12,8 17,8 | 25,2 28,9 864 | 44,7 
4 a8 12,6 18,0 | 25,0 28,6 36.0 | 425 
ge 12,3 18,0 | 24,9 28,7 | 35.5 | 48,7 
i eg @ 13,6 17,4 | 24,8 29,0 | 35,9 | 44,1 
q el 12,8 17,6 | 24,6 28,9 36,2 | 42,5 
4 "3 oD 12,5 18,1 | 25,0 28,5 35,4 | 44,1 
: 2% |] 128 | 18,0 | 251 98,7 | 35,4 | 44,2 
4 L a 12,3 17,9 | 249 29,1 35,9 | 45,0 
; O 12,4 17,8 | 25,1 28,7 36,0 43,3 
Mittel: | 12,7 | 17,9 | 24,9 28,8 35,9 | 43,9 
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Versuchsreihe 14. 

















































































































x 2 ‘ a 

oe 2 cem Kartoffelstiirkelésung 
cs ee ee ee ee ee 
95 . § 13,0 | 17,8 25,9 | 30,1 38,9 43,9 
a) 12,8 17,5 25,8 | 30,5 38,3 42,6 
<a 12,1 17,9 25,4 30,0 38,6 43,0 
23 12,5 | 17,9 26,0 | 31,0 38,7 42.6 
@ U2 12,4 18,0 249 | 30,8 38,7 42,8 
2 12,3 17,2 25,0 | 29,9 38,5 43,6 
Sp 12,6 17,5 25,2 30,6 38,8 42,6 
i 12,7 | 11,8 25,6 29,8 88,6 | 42,9 
Pe: 12,8 | 17,8 24.8 80,4 38,2 | 43,2 
o 12,4 | 17,6 25,3 30,2 | 38,8 | 42,9 
Mittel: | 12.6 | 17,7 25,4 | 80,3 | 38,6 48,0 

I | 
Versuchsreihe 15. 

S bp | ecm Kartoffelstirkelésung 
za} | | 5 | % | 9 | s | a | 46 
96 ie | 365 14,0 18,2 | 24,6 | 28,9 | 35,7 | 47,2 
3s] 122 | 139 | 17,9 | 23,5 | 30,4 | 35,5 | 463 
as] 12,5 | 144 | 17,4 | 24,2 | 30,2 | 35,5 | 45,5 
2% | 128 | 148 | 17,0 | 23,7 | 29,5 | 36,2 | 46,1 
‘eR 12,6 14,8 17,8 24,5 29,9 36,0 46,9 
Sz | 123 ) 14,8 | 18,0 | 24,7 | 30,0 | 35,7 | 45,8 
‘5 | 12,0 | 14,0 | 17,2 | 24,8 | 292 | 35,9 | 46,2 
22] 124 142 | 178 | 242 | 29,9 | 35,5 | 47,0 
& @ | 12,3 | 18,8 | 17,4 | 24,0 | 30,1 | 360 | 45,9 
6] 128 | 140 17,4 | 2438 | 30,3 | 360 | 46,0 
Mittel: | 12,3 | 14,1 | 17,6 | 243 |] 298 | 35,8 | 46,3 

Versuchsreihe 16. 

S Bp ecm Kartoffelstirkelésung 
s - 
28] | 0 | 2 | 385 | 38 | 42 | 46 | 50 | 55 
97 . & | 12,2 | 16,1 | 20,0} 22,0 | 25,0 | 30,9 | 36,4 | 44,0 
3s | 12,0 | 16,0] 19,6 | 21,3 | 25,4 | 80,0 | 34,9 | 44,5 
« & | 11,9 | 15,7] 20,2 | 21,8 | 25,2 | 30,6 | 85,6 | 44,1 
SS ] 11,8 | 162] 19,8] 21,8 | 260] 30,1 | 36,0 | 48,7 
S22 | 12,3 | 15,9 | 20,0 | 21,6 | 25,7 | 29,9 | 35,9) 44,0 
fa | 11,7 | 16,0) 19,6 | 21,9} 25,8 | 30,1 | 35,9 | 44,4 
SB © | 11,6 | 15,7) 19,8 | 22,0] 25,9 | 30,3 | 34,9 | 43,8 
@ if | 11,9 | 16,0 | 19,9 | 21,2 | 25,4 | 81,0 | 35,8 | 48,5 
az | 12,1} 15,7 | 20,1 | 21,5 | 25,6 | 29,7 | 36,1 | 44,6 
% | 12,0 | 16,1 | 19,7 | 21,6 | 25,1 | 29,8 | 35,2 | 44,3 
Mittel: | 12,0 | 15,9 | 19,9 | 21,7 | 25,5 | 30,2! 35,6 | 44,1 
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Versuchsreihe 17. a 
: 
= | os se f i 4 
© ap ecm Kartoffelstiirkelésung ny 
Ts “oe + Hae 
° om ~*~ . j a ’ i ie 3 
A fa a basil — — ial a _ ~awaaini ia — be a sail — | Soaaen ” L ‘ a 
98 ca 12,1 17,1 | 230 | 284 | 35,2 | 44,0 ae 
3 12,3 17,5 | 4 | 278 35,7 45,1 : aa 
a5 11,9 17,3 23,9 27.9 35,6 43,4 a: 
£3 12,1 | 16,9 23,5 28,5 35,4 44,6 he 
te 12,0 | 17,5 23,1 28,0 35,1 43,9 
yar 12,3 17,0 23,6 28,3 35,2 44.1 
‘3 wp 12,4 17,3 23,4 27.5 | 85.0 45,3 
2 Aid 12,2 | 17,4 | 28,6 28,8 | 35,8 44,2 
aa 120 | 17,0 | 23,8 28,4 | 35,2 45,0 
“@ 11,8 | 17,2 | 23,1 28,0 | 35,7 44,2 4 
 “Mittel: | 12,1 | 1z2 | 234 | 282 | 353 | 44,4 
Versuchsreihe 18. ; 
rs - > ee a 
2 g si com Kartoffelstirkelésung : f 
ze] | 0 | | s | «2 | 46 | 50 i 
99 » 2 12,7 | 17,0 26,1 | 30,6 | 36,8 | 44,6 5 BCE 
25 13,0 16,4 25,2 30,5 ; 37,1 | 44,9 Bias 
a # 12,7 17,0 | 25,4 30,0 | 36,4 | 45,8 nacege ‘ 
Pies 12,9 16,9 | 25,6 30,3 | 37.2 | 45,1 nae 
> @ 12.8 17,1 | 26,0 29.9 | 368 | 44,9 i 
on 12,7 16,6 | 25,9 30,5 | 36,9 44,8 
3 bp 12,8 16,5 | 26,0 30,3 | 37,38 | 44,3 
2 12,6 | 17,2 | 25,8 30,4 36,1 45,9 
a8 13,0 | 16,9 | 25.6 30,2 87,8 | 45,2 
& | 129 | 168 | 261 | 299 86,9 | 45,4 ot 
Mittel: | 128 | 168 ; 25,8 | 30,3 36.9 45,1 
Versuchsreihe 19. 
© & ecm Kartoffelstirkelésung 
ze 10 | 15 | 25 | 35 | 88 | 42 | 46 | 50 | 55 
100 | . & | 12,0 | 13,0 | 15,4 | 19,0 | 21,0 | 23,8 | 27,8 | 34,9 | 43,4 
Ze | 12,1 | 12,9 | 15,4 | 19,0 | 21,5 | 23,2 | 27,9 | 34,2 | 44,7 ; 
4S | 12,2 | 13,0 | 15,4 | 19,2 | 20,9 | 22,9 | 27,2 | 35,0 | 43,9 ie 
2 | 11,9 | 13,1 | 15,3 | 19,1 | 21,2 | 23,6 | 28,1 | 34,9 | 44,8 7 
SG 1 12,0 | 12,9 | 15,4 | 18,9 | 21,9 | 23,5 | 27,3 | 35,1 | 44,2 1. 
o—< | 12,0 | 13,3 | 15,1 | 18,9 | 21,6 | 23,3 | 27,4 | 34,8 | 44.5 + 
| 12,2 | 13,1 | 15,4 | 19,4 | 21,2 | 23,7 | 27,7 | 34,8 | 43,9 fq 
@ 4 | 11,8 | 13,2 | 15,5 | 19,0 | 21,0 | 22,9 | 27,2 | 84,4 | 48,9 q 
Z& | 12,0 | 13,0 | 15,3 | 19,3 | 21,4 | 23,7 | 28,0 | 34,6 | 44,8 4 
© | 12,1 | 12,9 | 15,5 | 19,1 | 20,9 | 23,2 | 27,8 | 34,8 | 44,9 
Mittel: | 12,0 | 13,0 | 15,4 | 19,1 | 21,3 | 23,4 | 27,6 | 34,7 | 44,3 
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Versuchsreihe 20. 
Beilage 101. 
































40° 36,2° 34,8 ° 

8 27,8 32,2 36,7 

a 27,1 33,4 36,1 

3 26,8 33,1 37,1 

we 27,2 34,1 37,2 

%, 26,7 33,5 37,1 

a 27,3 32,9 37,0 

8 27,0 33,3 36,9 

vi 26,9 33,0 87,3 

& 27,1 32,9 37,0 

: 27,3 33,8 37,3 

= 27,2 — — 

5 26,8 _ — 

3 27,0 sm sa 

RZ 27,2 oa ™ 

be 27,2 wns _ 

Mittel: 27,1 | 333 | 36,9 

Versuchsreihe 21. 
Beilage 102. 

40° | 36,2°| 34,8°] 32,1°] 30° | 28,6°] 27,6°] 27,0° | 26,5°| 25,7° 
8 16,5 | 19,9 | 22,0 | 27,9 | 33,5 | 36,0 | 40,1 | 41,5 | 42,5 | 44,9 
= | 16,9 | 20,0 | 21,9 | 28,1 | 32,8 | 37,9 | 39,7 | 41,2 | 42,9 | 45,0 
‘> | 16,9 | 19,8 | 21,8 | 27,9 | 31,5 | 37,9 | 40,5 | 41,3 | 42,3 | 45,4 
” 1 17,0 | 20,0 | 21,3 | 28,5 | 32,5 | 36,5 | 41,0 | 40,9 | 42,4 | 44,8 
3, | 17,1 | 20,4 | 21,5 | 28,3 | 33,4 | 36,1 | 41,0 | 41,3 | 42,5 | 44,7 
2 | 16,8 | 20,8 | 21,6 | 27,9 | 32,6 | 36,7 | 40,9 | 41,2 | 42,8 | 45,0 
3 | 16,6 | 20,3 | 21,4 | 28,0 | 32,8 | 36,8 | 40,2 | 41,0 | 43,0 | 44,6 
© | 17,0 | 20,1 | 21,7 | 28,2 | 32,1 | 37,2 | 40,9 | 41,3 | 42,8 | 45,3 
S | 16,7 | 20,4 | 21,5 | 28,8 | 31,6 | 36,3 | 40,7 | 41,5 | 42,7 | 45,5 
= | 16,7 | 20,3 | 21,7 | 28,7 | 32,9 | 36,0 | 40,3 | 41,4 | 43,0 | 45,1 
£ |is9] — | — | — | s2,0} —- | —- | - J - | — 
Tee Geet Baek Geet sc: Gee teeth ee ee hae 
m 1156 ~-l— | — teed = be oe Pe Fe 
a i ae eel lee ae ee ee 
4 lim4l— }— | — feed ~~ fe pe fe Fo 



































Mittel: 


17,0 | 20,2 | 21,6 


28,2 | 32,5 | 36,7 | 40,5 | 41,3 





Sekunden 


Auftsteigezeiten der Glaskugel; 


Mitte 
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Vergiftungserscheinungen an Malzamylase usw. 


Versuchsreihe 22. 
Beilage 103. 


97 





40° 








Mittel: 12,0[13,1[14,9|17,2]19,4]21,5]23,2| 











37,7135,99134,4°131,99| 30° 
= |12,0] 12,9] 15,0] 17,0] 19,4] 21,5 
2 112,0]12,8] 15,0] 17,51 19,5] 21,9 
3 11,9} 13,5]14,7]17,4]19,9]21,9 
— 112,0118,6] 14,8] 17,1] 18,9] 20,8 
, 411,8] 13,1] 14,8] 17,0] 18,8] 21,4 
& {12,1]13,0]15,0] 17,0] 19,7] 22,0 
2 112,2]13,6]14,9]17,1]20,0]21,0 
© 112,0/13,0]15,0] 17,3] 19,1] 21,1 
3 |12,3}12,9]15,1] 17,2] 19,8] 21,8 
= 11,9] 12,9]14,8]17,4] 18,9]21,0 
= 12,0} — |— | — 21,6 
3 412,22} -—- | — | — 22,1 
a! = a 21,3 
2 1120] — }— | — 21,7 
q Hs1f— i— f— 21,6 





23,3 
24,0 
23,0 
23,3 
23,0 
23.0 
23,2 
23,1 
23,0 
23,5 








29° 127,9°> 27° J2 


26,1 
25,8 
25,2 
25,0 
25,1 
24,9 
25,2 
25,7 
25,3 
25,5 


—  -F —- 





26,5 
26,6 
27,1 
26,9 
26,8 
27,3 
26,5 
27,1 
27,2 


26,8 





2181,3 





9 Lh) 9 0 
24,7°123,4 


31,5 
31,0 


31,0 
31,4 
31,7 
31,5 
30,9 
31,4 
31,5 





33,7 
33,9137,2 
38,7 
34,3 
34,0|37,2 
33,8 
34,1 
34,1]: 
33,9]: 
34.3 


21,9° 











42.9 
44,1 
43,1 
44,0 
42.5 
43,0 
42,8 
43,7 
43.9 
44,1 
43,5 
44,0 
43,7 
43,0 
43,2 








25,4|26,9]29,3|31,3]34,0]37,1] 41,1] 43,4] 46,6 


Versuchsreihe 23. 
Beilage 104. 












































40° | 37,4° | 34,8°]| 32,09] 30° | 28° | 27° | 25,59] 24° | 22,59] 20° 

8 8,9 | 10,1 | 11,0 | 13,1 | 15,0 | 16,5 | 17,9 | 19,0 | 21,5 | 23,0 | 24,9 
= 9,1 | 9,7 | 11,1 | 12,9 | 15,2 | 16,5 | 18,0 | 19,3 | 21,1 | 22,5 | 25,0 
2 | 92 | 9,5 | 10,9 | 12,8 | 15,0 | 16,8 | 17,9 | 20,0 | 21,6 | 22,6 | 25,1 
.- | 89 | 9,4 | 10,8 | 13,2 | 15,1 | 16,7 | 18,1 | 20,1 | 21,2 | 22,7 | 25,6 
% | 9,0 | 9,5 | 11,2 | 13,6 | 15,0 | 17,0 | 17,8 | 19,6 | 21,2 | 22,9 | 25,8 

2 | 90] 95 | 11,1 | 13,0 | 14,8 | 17,0 | 18,0 | 19,7 | 21,3 | 23,0 | 25,6 
= 95 | 9,8 | 10,9 | 13,4 | 14,9 | 16,3 | 17,9 | 19,5 | 21,4 | 23,1 | 25,6 
ps 9,0 | 9,6 | 11,2 | 13,1 | 15,0 | 16,5 | 18,2 | 20,0 | 21,3 | 22,5 | 25,8 
~ 9,0 | 9,9 } 11,1 | 13,9 | 14,8 | 16,7 |] 17,8 | 20,0 | 21,5 | 22,7 | 25,4 
2 9,1 9,4 | 11,0 | 13,3 | 14,8 | 16,7 ] 17,8 | 19,6 | 21,8 | 22,1 | 25,5 
3 9,0 —|— — | 153 ) — — — — — | 25,9 
Ss) > —-i—- j|—- |}eti— |- |- | - —- $ Se 
Bee a. —|— — 15,0 | — — — — — | 25,8 
P2 } 90) —|-— | — Juof— |—- |— | — | — | 260 
i < 8,9 —}j— — 14,6 | — — _ — | 25,5 
Mitel: 9,1 | 9,6 | 11,0 | 13,2 | 14,9 | 16,7 [17,9 | 19,7 | 21,4 [ 22,7 | 25,6 
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Versuchsreihe 24. 


Beilage 105. 


























Mittel: 7,1 | 7,8 





Versuchsreihe 25. 








40° 137,4°]34,8°]32,0°} 30° | 28° | 27° 
aro PPS Pel PU BON bee EN 
& | 7,0} 7,5 | 8,9 | 9,2] 11,0] 12,0] 13,0 
& 17,21 7,9 | 9,0 | 9,5 | 10,8 | 12,2 | 13,0 
3 6,5 | 7,9 | 8,8 | 9,6 | 10,9 | 12,0 | 13,1 
- | 6,8] 7,5 | 8,9 | 10,1 | 10,8 | 12,1 | 13,0 
2 | 6,71 7,8 | 9,2 | 9,5] 10,2] 11,0 | 12,9 
Zz ,%517,9 785 | 9,6} 9,91 12,0} 13,5 
mM 
= | 6,9 18,0 | 8,9 | 9,5] 10,1] 11,8] 13,0 
S | 72] 81 | 9,1 | 9,9] 10,7] 12,0 | 13,2 
2 | 7,3] 7,7 | 8,4 | 9,9] 10,8 | 11,8 | 12,9 
« | 69180 | 9,0 | 9,8] 10,9 | 12,1 | 13,3 
Oo 
= tt — |— | — [mat — | — 
o 
> 1691 — |— — 1107} — | — 
oN © 
‘3 745), —]— — |10,0] — — 
2 174) —]— | —] 106) — | — 
qq i6s8}/—];— | —Jiti}— |] — 





Beilage 106. 








24,2°199 50 
15,0 | 16,9 
15,0 | 16,4 
15,1 | 16,7 








18,9 


| 8,9 | 9,7] 10,6 | 11,9 | 13,1 | 14,5 | 15.2 | 16,4 | 19,1 





Aufsteigezeiten der Glaskugel; Sekunden 





Mittel: 


8,8 
8,5 
8,0 
8,8 
8,6 
8,5 
8,4 
8,2 
8,7 
8,0 
8,0 
8,7 
7,9 
8,3 
8,2 
8,3 


8,4 


30” 








29° 





9) 
9,2 


28° 


27,4° 


9,8 
9,9 
9,7 
9,5 
9,4 
9.5 
9,5 














102 | 11,0 | 


21,7° 


12.0 
11,8 
11,8 
11.7 
11,9 
12,0 
11,8 
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Versuchsreihe 26. 
Beilage 107. 














30° | 29° | 28° | 27,49 | 25° | 23,79 | 21,79 | 20° 
2 | 6,7 69 | 68 | 70 | 80 | 35 | 8,7 9,8 
8 6,5 7,2 7,0 7,1 7,8 8,6 8.6 9,7 
3 6,3 6,9 6,8 7,2 Ve 8,3 8.8 10,0 
_ 6,5 6,7 6,8 7,0 7.9 8,3 8.7 9,6 
= 6,6 6,8 6,9 7,2 7,6 8,4 8,6 9,8 
a> 6,8 7,0 6,8 1,8 7,5 8,5 8,7 10,0 
E 6,7 7,1 6,9 6,9 7.7 8,2 8.9 9,7 
’ 6,4 6,7 7,0 7,0 7,9 8,4 8,8 9,6 
B 6,5 6,8 6,8 7,1 1,5 8,3 8,7 9,8 
: 6,2 7,0 6,8 6,9 7 8,5 8.6 10,0 
= 6,2 os — =~ — — aes 9,7 
s | 6,3 — _ — - = ia 9,6 
= | 67 aj —[- - a _ | 10,0 
& 6,5 — — — — — _ 9,6 
a 6,4 “ a seo si “i ca 10,0 




















Mitel: 65 | 69 | 69 | 31 | 77 | 84 | 37 | 98 


Zusammenfassung. 

1. Es wurde versucht, durch Gifte die verfliissigende und 
verzuckernde Kraft der Malzamylase in verschiedenem Grade 
herabzusetzen. Bei der Vergiftung der Malzamylase durch 
Kupfersulfat und Jod verlief die Verminderung der verfliissigenden 
Kraft mit der Verminderung der verzuckernden parallel (S. 45). 
Durch Anilin wurde die verzuckernde Kraft um 21°/, herab- 
gesetzt, wihrend die verfliissigende ungeschwicht war (S. 45). 

2. Die von mir zur quantitativen Bestimmung der Ge- 
schwindigkeit der Stirkeverfliissigung zuerst angewandte und 
beschriebene’) Methode wurde naher ausgearbeitet (S. 45). 

3. Die Stirkeverfliissigung verlief bei meinen Versuchen 
wie eine monomolekulare Reaktion (S. 70). 

4, Die Verfliissigungsgeschwindigkeit war der angewandten 
Enzymmenge proportional (S. 70). 

5. Die Stirkeverfliissigung verlief nur etwa 1,7 mal schneller 
als die Starkeverzuckerung. 





1) U. Olsson, Diese Zs. Bd. 119, S. 2 (1922). 
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Zwei neuere Mikromethoden der Molekulargewichts- 
bestimmung.’) 
Von 
K. Rast-Wiirzburg. 


Mit 15 Figuren im Text. 


(Der Redaktion zugegangen am 26, Oktober 1922.) 


Von den beiden im folgenden beschriebenen Mikromethoden 
ist die eine eine Modifikation der Bargerschen?), die andere 
eine besonders einfache kryoskopische, die sich im Schmelz- 
punktsapparat ausfiihren liBt. 


A. Verbesserte Bargersche Methode. 


Da die auBerordentlich schéne und einfache Bargersche 
Methode nur nach liingerer Ubung und bei ziemlicher Kon- 
zentration gute Resultate zu geben pflegt, wurde eine Modi- 
fikation derselben ausgearbeit, die auch in der Hand des Un- 
geiibten sogleich befriedigende Ergebnisse liefert. AuBerdem 
wurde die Fehlergrenze sowohl wie die nétige Konzentration 
weit herabgesetzt; erstere bis unter 1°/,, letztere bis n/100. 

Das Prinzip der Bargerschen Methode ist folgendes: Hat 
man in einer Capillare Trépfchen einer abwechselnd osmotisch 
stiirkeren und schwicheren Liésung, so sucht sich die Konzen- 
tration derselben auszugleichen, indem von den verdiinnteren 
Trépfchen Lésungsmittel auf die konzentrierteren isotherm 
hiniiber diffundiert. Die stirkeren wachsen also auf Kosten 
der schwicheren, was man im Mikroskop verfolgen kann; bei 
Wasser dauert es Tage, bei Alkohol Stunden, bei noch fliich- 
tigeren Lésungsmitteln Minuten. Man kann auf diese Weise 
eine Objektlésung fiir osmotisch starker oder schwicher als 


1) Frihere Veréffentlichungen hieriiber: Chem. Ber. Bd. 54, 8. 1979 
(1921); Bd. 55, S. 1051 (1922) und Bd. 55, S. 3727 (1922). 
*) Barger, Abderhaldens Handb. d. biochem. Arbeitsmethoden. 
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Zwei neuere Mikromethodeu der Molekulargewichtsbestimmung. 101 


eine bekannte Vergleichslésung eines anderen Stoffes erkliren, 
in eine osmostische Skala einordnen und nétigenfalls durch 
eine zweite Unterteilung die Grenzen noch enger ziehen. So 
erfahrt man die Normalitiit der Lésung. 

Kin unscheinbarer, aber grofer Vorzug dieser Methode, 
den mit ihr keine andere teilt, ist der, daB sie keine peinlich 
gereinigten und getrockneten Lésungsmittel erfordert, ja sogar 
beliebige Gemische als Liésungsmittel zu verwenden gestattet; 


ist es ja doch nur notwendig, daB Objekt- und Vergleichs- 


lésung aus der gleichen Fliissigkeit hergestellt werden. Auch 
Barger hebt schon mit Recht als einen Hauptvorzug hervor, 
daB sie das alle organischen Kérper leicht lésende Pyridin 
zu verwenden gestattet, das fiir ebullioskopische Zwecke sehr 
schwer geniigend rein zu erhalten ist und fiir kryoskopische 
unbequem tief gefriert. 

Der schwichste Punkt liegt in den sehr kleinen Ande- 
rungen der etwa halbmillimeterlangen Trépfchen, die dem An- 
finger die Entscheidung iiber Zu- oder Abnahme der Trépf- 
chen sehr schwer macht. Die unumgiingliche Forderung, im 
Gesichtsfelde 1/,, Teilstriche — etwa scheinbare 1/,, mm — 
richtig zu schitzen, werden iiberdies viele Augen ablehnen 
miissen. Es mag hier gleich bemerkt werden, daB die im folgenden 
mitgeteilten Zahlen ganze (kleine) Teilstriche eines 50teiligen 
Okularmikrometers bedeuten, wihrend unter Bargers Zahlen 
(geschiitzte) Zehntel dieser GréBe zu verstehen sind. 

So kommt es nach Bargers Belegsbeispielen vor, daB im 
Gebiet von vier Vergleichskonzentrationen die Anderungen 
lediglich einige solche Zehntel betragen, so da das Ergebnis 
besonders dem Anfainger vollkommen verschwommen erscheint. 
Ferner sind nach Bargers Methode leicht fliichtige Lésungs- 
mittel, wie Pentan, Ather usw., unverwendbar, da sich die 
winzigen Trépfchen schon wihrend des Einfiillens stark kon- 
zentrieren. Auch die unvermeidliche Verunreinigung der 
Tropfen durcheinander, welche eintritt, wenn sie nacheinander 
die Réhre hinabgleiten, gleicht die Konzentrationen etwas aus 
und verringert die Empfindlichkeit der Methode, wenn sie auch 
den Sinn der Differenz niemals umkehren kann. 
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102 K. Rast, 


Diese Schwichen legten folgenden Gedanken nahe: Wenn 
es gelingt, statt der vielen kleinen Tropfen, einen einzigen von 
einigen Zentimetern Linge zu verwenden, wird die Methode 
gleichzeitig viel empfindlicher und viel einfacher. Denn die 
Liaingenverinderung wird méglicherweise verhundertfacht, das 
Fiillen der Réhren weitgehend vereinfacht und die Zahl der 
notigen Ablesungen auf zwei oder sogar nur eine verringert: 
letzteres, wenn es gelingt, den Tropfen an einem Ende fest- 
zulegen. AuBerdem miiBten die groBen Tropfen gegen Ver- 
unreinigung durcheinander viel unempfindlicher sein, und endlich 
miBten sie die Verwendung von viel fliichtigeren Loésungs- 
mitteln als bisher gestatten. 

Durch die vorliegende Modifikation wird dies alles verwirk- 
licht. Insbesondere steigen die Verinderungen der Tropfen in 
vielen Fallen bis zu 1000 Teilstrichen (10 mm absolut) an, werden 
also manchmal mit bloBem Auge leicht sichtbar, und bleiben 
auch in unmittelbarer Nahe des isotonischen Punktes selten 
unter 10 Teilstrichen. Weiterhin kann mit dem sehr fliichtigen 
Pentan noch auBerst genau gemessen werden. 

Fir so lange Tropfen reicht das Gesichtsfeld natiirlich 
nicht aus; doch kann diese Schwierigkeit durch eine besondere 
Anordnung umgangen werden. 


Beschreibung der Methode. 


Die wirkliche Linge der Tropfen ist an sich gleichgiiltig; 
es interessieren hier nur ihre Anderungen. Darum geniigt es, 
wenn ein Ende festgelegt wird, das andere gegen eine Strich- 
marke zu messen, die man in der Nihe des Meniscus anbringt. 
Eine solche Marke, die gleichzeitig mit dem Meniscus im Ge- 
sichtsfeld scharf erscheint, herzustellen, ist allerdings nicht 
méglich, aber auch gar nicht nétig; es geniigt ja vollauf, wenn 
Meniscus und Marke nacheinander scharf eingestellt werden 
kénnen, da das Okularmikrometer zwischen beiden vermittelt. 
Als Marke dient ein Strich auf einem Glasstreifen (,,MeBplatte“), 
auf den die Capillare aufgeklebt wird. 

Das Festlegen des einen Tropfenendes endlich beruht auf 
folgender Erscheinung: Wenn man eine Capillare nochmals 
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(bis auf Haarfeinheit) auszieht, dann in der feingezogenen Strecke 
abbricht, Fliissigkeit in dieselbe einschieBen 1iBt und schlieBlich 
mit dem feinen Ende den Saum einer Flamme beriihrt, so 
schmilzt dasselbe zu, ohne daB die Fliissigkeit zuriickweicht; 
es bildet sich nur ein winziges Blaschen und der Fiissigkeits- 
tropfen ist unverriickbar festgelegt. 

Me8platten: Man verwendet Glasstreifen, 1 cm breit, 
17 cm lang, 6—8 cm vom einen Ende wird eine feine Strich- 
marke mit FluBsiure in bekannter Weise eingeiitzt. Die MeB- 
platten tragen wasserbestindige Nummern (mit Paraffin auf- 
geklebt und iiberzogen). 

Petri-Schalen: Zur Verbesserung der optischen Definition 
und des Wirmeausgleichs mit man nach Barger die Réhr- 
chen in eine mit Wasser gefillte Petrischale eingelegt. Eine 
solche ist leicht zu fertigen, indem man auf einen Glasstreifen, 
4 cm breit, 20 cm lang, 4 Glasstiibe als Rand mit Wachs auf- 
klebt. Solche Streifen sind nie ganz eben; die konkavere 
Seite des Streifens soll nach unten gekehrt sein, da sie sich 
auf dem anzunissenden Objekttisch strenger schiebt. 

Capillaren: Diese sollen'/,—1,2 mm auBere Dicke haben, 
20—30 cm lang und glatt abgeschnitten sein. Die Herstellung 
erfolgt durch zwei Personen aus gewdhnlichen Glasréhren; ein 
Auszug lefert 3m Capillare. Es ist nicht notwendig, daB 
dieselben iiberall gleich dick sind; es ist sogar bequemer, wenn 
sie sich an einem Ende etwas erweitern. ') 

Mikroskop: Man verwendet ausschlieBlich Objektiv 3, 
Okular 4 (Leitz). (VergréBerung: 105 fach.) Dem entspricht 
LZeiB: Okular 3, Objektiv B. 


Ausfihrung. 
(Skala der Vergleichslésungen s. u.) 

Fullen der Capillaren. Die Capillaren miissen an 
einem Ende (dem weiteren, wenn ungleich dick) vollkommen 
glatt abgeschnitten sein, was mit Hilfe des Glasmessers leicht 
zu erreichen ist; andernfalls ist ein VerschlieBen unméglich. 


1) Die Apparatur ist auch zu beziehen von Goetze-Leipzig, Niirn- 
berger StraBe 56. 
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Man verschlieBt die Capillare rechts mit dem angehauchten 
Finger, laBt durch Liiften des Fingers links etwa 4 cm Objekt- 
lésung (Untersuchungslésung) aufsteigen, dann durch Heben 
und Neigen 3—4 mm Luftblase und schlieBlich etwa 4 cm 
Vergleichslésung eintreten. Diese l4Bt man 4 cm weit ins 
Rohr hereingleiten, schmilzt rechts zu und zieht das linke 
Ende fein aus (iiber einem 3 mm hohen Flimmchen erhitzen 
und auBerhalb desselben ohne Hast ausziehen). Dann bricht 
man links ab, so daB 2 cm des Ausgezogenen stehen bleiben, 
und schmilzt dies am Ende zu. Dann zieht man auch rechts 
fein aus, bricht rechts ebenso lang ab und laBt die Fliissig- 
keit zuriicksinken, bis sie in die feine Spitze links einschieBt, 
deren zugeschmolzenes Ende vorher mit dem Fingernagel 
wieder abgebrochen wurde. Dann beriihrt man den Saum 
einer 3 cm hohen Flamme, bei Pyridin oder anderen hoéher 
siedenden Loésungsmitteln dagegen die Fliche einer vollen 
Schnittbrennerflamme, erst mit dem linken duBersten Ende, 
dann mit dem rechten. MHierbei weicht links die Fliissigkeit 
nicht zuriick; es bildet sich nur ein winziges Blischen an der 
Spitze und der Tropfen ist unverriickbar festgelegt. (Prifung 
durch Hereinblasen am rechten Ende: es darf links kein Tropfen 
austreten.) Das Ausziehen und Zuschmelzen des rechten Endes 
wird meist einmal wiederholt, da das leere Ende zu lang ist. 
Als Brenner dient zu dieser Arbeit ein Bunsenbrennerunterteil 
mit freier Diise oder besser ein Létrohr, aus dem Gas strémt; 
iiber den Gasschlauch, unmittelbar am Brenner, kommt ein 
Schraubenquetschhahn. Jede Capillare, deren Fiillung nicht 
beim ersten Versuch richtig gelingt, wird sofort verworfen. 

Man fiillt eine Serie Capillaren mit Objektlésung und 
Vergleichslésung aus der Ampullenskala. 

Messen. Jede Réhre wird dann auf eine der numerierten 
MeBplatten gelegt, so daB das Ende des festgelegten Tropfens 
méglichst nahe der Strichmarke liegt, und mit warmem, weichen 
Wachs?) rechts und links gut festgeklebt. Das Ganze legt man — 


1) Als noch geeigneter empfiehlt Pringsheim (Chem. Ber. Bd. 55, 
S. 1412) schmale Streifen von Leukoplast. Ich kann mich diesem Vor- 
schlag anschlieBen. 
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Capillare nach unten — in eine der Petrischalen ein und fillt 
dieselbe halb mit destilliertem Wasser, das im Zimmer ge- 
standen hat. Dann setzt man die Schale auf den mit einigen 
Tropfen Wasser angefeuchteten Objekttisch eines Mikroskops 
(auf dem feuchten Tisch schiebt sich die Schale strenger als 
auf trockenem). Nach 5 Minuten mift man mittels des Okular- 
mikrometers den Abstand der Mitte des Meniscus von der 
Marke. Die beiden Bilder erscheinen nicht gleichzeitig scharf, 
wohl aber nacheinander. So miBt man die Skala durch. Man 
kann sich aber die Arbeit dadurch vereinfachen, daB man in 
erster Versuchsreihe (,,Serie“) immer eine Nummer der Skala 
iiberspringt und die in Betracht kommende Nummer spiter 
nachholt (,,2. Serie“). 

In erster Serie kann man bei Aceton schon nach einem 
Tage die zweite Messung vornehmen, in zweiter nach 3 Tagen, 
bei Pyridin in erster Serie nach 3, in zweiter nach 8 Tagen. 

Ks ist prinzipiell gleichgiiltig, ob der Objekt- oder der 
Vergleichstropfen festgelegt und gemessen wird; wir wihlen 
den Vergleichstropfen (rot). 

Man beachte beim Ablesen, daB es nicht gleichgiiltig ist, 
ob man fehlendes (Fig. 2) oder iiberschiissiges (Fig. 1) Ende 
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des Tropfens bis zur Strichmarke mift und rechne ersteres 
dementsprechend negativ! 

Die Veriinderungszahlen bilden durchaus nicht immer 
eine gerade Linie; dies kommt von der wechselnden GréBe 
der Luftblase her; der Sinn der Verainderung ist jedoch stets 
richtig. 

Es kommt sehr auf Sicherheit der Vermeidung von Ver- 
wechslungen an. Man wihlt deshalb eine Vergleichslésung 
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von anderer Farbe, als die Objektlésung besitzt und wendet 
die zu messenden Tropfen stets auf dieselbe Seite, z. B. die 
linke, so daB sie also im Gesichtsfeld rechts erscheinen. Als 
Lésungsmittel sind alle niedrigsiedenden geeignet, insbesondere 
auch Ather, Petroliither, Essigiither, Benzol und Alkohol. 

Herstellung der Objektlésungen. Bei geringen Sub- 
stanzmengen ist die Fehlergrenze nicht mehr durch die Mole- 
kulargewichtsbestimmung, sondern durch die Herstellung der 
Objektlésung bedingt. Diese geschieht bei kostbaren Sub- 
stanzen in einer diinnwandigen Glasréhre von 3 mm Lumen 
und etwa 8 cm Linge, die an einem Ende zugeschmolzen, 
am andern zweckmiBig etwas erweitert ist (Fig. 3). 
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Das Eninfiillen der sorgfiltig getrockneten Substanz, die 
anf einem Uhrglas hegt, geschieht mittels eines Hornspatels. 
Durch leichtes Auffallenlassen der senkrecht in der Hand ge- 
haltenen Réhre auf die Tischplatte schiittelt man die Substanz 
reinlich zu Boden. Ist die Substanz wirklich trocken, so bleibt 
nichts an den Winden hingen, auBer wenn die Substanz stark 
elektrisch ist. Die letztere unangenehme EKigenschaft kann 
man ihr meist nehmen durch Befeuchten mit Ather und sorg- 
faltiges Abdunstenlassen des letzteren. Das Wiigen geschieht 
auf der gewohnlichen analytischen Wage. Nach dem Abwigen 
der Substanz wird der obere Teil der Réhre, der innen absolut 
sauber sein mu, in der Schnittbrennerflamme auf etwa 2 mm 
Lumen ausgezogen und abgeschnitten (Fig. 4). 
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Fig. 4. 


In das so vorbereitete Réhrchen wird dann mittels einer 
nur einmal zu verwendenden Capillarpipette (irisch ausgezogenen 
Glasrohrs) das Lésungsmittel eingewogen. Das abgeschnittene 
Ende wird zweckmaBig mit auf die Wagschale gelegt, damit 
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sich die Tara nicht indert. Man verwendet etwa 10 mg 
Substanz’) und sucht eine, der eigenen Schitzung nach 
etwa '/,—?/, normale”) Lésung zu erzielen. Dann 
schmilzt man das Réhrchen zu und kann nun natiirlich 
auch erwirmen, was vorher zu vermeiden ist, wenn das 
Lésungsmittel nicht streng konstant siedet, also sich 
fraktionieren kann. Steht ein etwa 10 mg schwerer 
Krystall zur Verfiigung, so ist die reinliche Her- 
stellung der Lésung natiirlich erleichtert. 

Skalen. Sehr geeignete, haltbare Skalen stellt 
man dadurch her, daB man sie auf langhalsige 
Ampullen fillt. Kine solche hat etwa 2 ccm Inhalt 
und einen Hals von etwa 16 cm Linge und solcher 
Weite, da& man eine Capillare eben noch bequem 
einfiihren kann; nach jedesmaligem Gebrauch wird 
der Hals zugeschmolzen. Sie werden aus Glasrohr 
von 2—2,5 mm lichter Weite durch Aufblasen einer 
Kugel gefertigt (Fig. 5). Zur Fiillung evakuiert 
man die Ampullen und schmilzt den Hals an einer 
verengten Stelle ab. In eine Flasche eingestoBen 
fiillen sich diese Ampullen von selbst, indem die 
Spitze abbricht. Dieser gibt man zweckmibBig eine 
etwas gebogene Form und ritzt sie vorher mit dem 
(zlasmesser etwas an. Der Hals ist durch eine 
Capillare leerzusaugen. Ist Fliissigkeit in den Hals 
gedrungen, dienichtin die Kugel zuriickflieBt, so laBtsie 
sich durch Beklopfen des Halses in senkrechter Stellung 
wieder in die Kugel bringen. Dies ist fiir reinliches 
Arbeiten notwendig. Die Lésungen werden einzeln auf 
derchemischen Wage hergestellt (fiir das Lésungsmittel 
geniigt die halbanalytische). Fiir beinahe alle Zwecke 
geniigt eine einzige Skala, nimlich eine Pyridinskala. 





1) Man kommt auch schon mit bedeutend geringeren 
Mengen aus, muB aber dann auf der Mikrowage wigen. 

*) Unter Normalitit ist wie bei Messungen der Gefrier- 
punktserniedrigung zu verstehen 1 Molim Kilogramm Lésungs- 
mittel. 
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Um gute Resultate zu erhalten, ist es notwendig, 
in einem Raum von konstanter Temperatur, also in 
einem Keller, zu arbeiten. 

Dagegen ist es nicht nétig, fiir jede MeBplatte eine eigene 
Petrischale zu verwenden. Ks geniigt vielmehr, die MeBplatten 
zusammen in eine groBe Schale mit Wasser zu legen und sie 
nur zur Messung in die Petrischale zu bringen. 

Erhalt man aus irgendeinem Grunde Stiérungen der 
Resultate, so suche man die Verinderungen von beiden Seiten 
her zu erzielen, d. h. man mache einmal den Vergleichs- und 
einmal den Objekttropfen zum gemessenen. Sie miissen sich 
dann im entgegengesetzten Sinne indern. 

Belegsbestimmung (von einem Praktikanten ohne Vor- 
iibung ausgefiihrt): 

Objektlésung: Naphthalin in Essigither 0,45-n. Skala: 
Azobenzol in Essigiither 0,1, 0,3, 0,4, 0,5, 0,7-n. A = Ablesung 
nach 5 Minuten, B nach 12 Stunden (Mikrometerteilstriche). 





0,1 0,3 0.4 0,5 0,7-n. 
A — 40 — 49 — 38 ~~ $7 — 21 
B + etwa 100 0 — 21 — 56 — etwa 90 
Anderung +140 +49 +47 #4—18! — 69! 


Die Normalitit liegt also zwischen 0,4 und 0,5. 





2. Serie. 
0,42 0,44 0,46 0,48-n. 
A —25 — 30 — 17 + 1 
B - 1 — 26 —17 — 24 
Anderung + 24 + 4 0 — 25 


Die Lésung ist also mit einer 0,46-n. isotonisch gefunden, 
woraus sich ein Molekulargewicht von 125 berechnet (M = 128). 


Diphenylamin in Benzol. 2.Serie. 0,636-n. 
0.610 0,627 0,652  0,670-n. 


A —31 -28 — 8 0 
B -17 +7 —14 —839 
Anderung +14 +35 —-11 89 


Aus den Grenzen 0,627 und 0,652 berechnet sich das 
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Mittel zu 0,639 und das Molekulargewicht zu 168,2 (M = 169) 
B = nach 2 Tagen. 

Bei schwerer fliichtigen Lésungsmitteln (Wasser, Ameisen- 
siure usw.) kann man nach Barger die isotherme Destillation 
durch Erwirmung sehr unterstiitzen. Auch hier bringt das 
gegenwartige Verfahren eine groBe Vereinfachung: Bei Bargers 
Verfahren zwingen nimlich die beim Abkiihlen auftretenden 
Kondensationen in den trennenden Luitblasen dazu, im Strome 
siedenden Wassers unter dem Mikroskop zu messen und die 
Veriinderungen abzuwarten. Hier geniigt es dagegen, die Meb- 
platten in den T'rockenschrank zu bringen und nach der Ab- 
kiihlung wieder zu messen. Die Anderungen sind viel zu groB. 
als da sie durch so kleine Stérungen verwischt wiirden. Die 
Befestigung der Capillare geschieht in diesem Falle durch 
Festschmelzen des freien Endes an der schmiiler ('/, cm) zu 
wihlenden und zur Spitze ausgezogenen MeBplatte. Die 
Nummern werden in diesem Falle auf der MeBplatte eingeitzt. 

Bei noch héheren Temperaturen kann man arbeiten, indem 
man die Mefplatten in einem Schiffchentrockenapparat lagert, 
dessen Mantel durch die Daimpfe einer iiber 100° siedenden 
Flissigkeit geheizt wird. So kann z. B. Anilin im Dampfe 
siedenden Acetylentetrachlorids zu einem im Sinne dieser 
Methode sehr leicht beweglichen Liésungsmittel gemacht werden, 
das auch bei verdiinnten Lésungen nach drei Tagen Ausschlige 
von mehreren hundert Teilstrichen gibt. 





In der Originalmitteilung wurde noch eine Variation dieser 
Methode beschrieben, bei der in Anlehnung an die urspriing- 
liche Bargersche Methode mehrere lange Tropfen in einer 
Capillare gemessen wurden, indem von jedem Tropfen Anfang 
und Ende gegen einen Fixpunkt gemessen wurde. Um eine 
an unverwechselbaren Fixpunkten reiche MeBplatte herzustellen, 
wurde dieselbe ihrer ganzen Linge nach mit einem unregel- 
miBigen, charakteristischen, klar durchsichtigen Muster aus 
Glasfaden belegt, die in Copaivabalsam eingebettet waren. 
Mit dieser Variation wurde eine Verfeinerung erzielt insofern, 
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als es gelang, bei einer Konzentration von n/100 und 8°/, 
Differenz die Tropfen noch im richtigen Sinn in zwei aus- 
gesprochene Serien zu scheiden. Doch konnte spiter gezeigt 
werden, daSB man mit der bequemeren, bisher beschriebenen 
»Hintropfenmethode“* zu dhnlichen Graden der Genauigkeit 
kommt, wenn man nur fir vorziigliche Temperaturkonstanz 
sorgt. Mit der EKintropfenmethode konnten so noch zwei 
Lésungen von Azobenzol in abs. Ather von den Konzentrationen 
n/200 und n/300 absolut sicher im richtigen Sinn unter- 
schieden werden. 


Azobenzol in abs. Ather n/200 gegen n/300. Temp. 9,5°. 
Ablesungen im Okularmikrometer (ganze kleine Teilstriche). 





Tropfen n/200, fest- | Tropfen n/300, fest- 
gelegt, gegen n/300 | gelegt, gegen n/200 

1. Tag it — 22 

cs ~® — 

ee < = — 23 

i . — 4 — 27 

5. — 2 — 29 

G. 4 — 0 — 31 

7 + 2 $8 

8. , + 4 - 85 

9. + 6 — 37 

10. os — 89 








Das ist, absolut gerechnet, eine Unterscheidung von 0,0016 n. 





Auch assoziierende Stoffe kénnen — wie bereits Barger 
hervorhebt — nach dieser Methode gut untersucht werden, 
und zwar auch in Lésungsmitteln, die bisher fiir Molekular- 
gewichtsbestimmungen nicht verwendet werden konnten, wie die 
aliphatischen Kohlenwasserstofie. Diese gefrieren fir kryo- 
skopische Messungen zu tief und sieden fir ebullioskopische 
viel zu inkonstant. Fiir die beschriebene Methode gehéren 
sie aber wegen ihrer groBen Beweglichkeit gerade zu den 
besten Liésungsmitteln; bei Pentan erinnern die groBen An- 
schlige in unmittelbarer Nahe des isotonischen Punktes geradezu 
an ein empfindliches Nullinstrument. 
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Benzylalkohol in Pentan und Benzol. 
Konz. 0,34 n Temp. 9,5° 
in Pentan das 4,1(+ 0,1}fache, 
in Benzol das  1,62(+ 0,03)-fache 


des theoretischen Molekulargewichts; also starke Assoziation, 

Es erwies sich spiter als zweckmifig, statt der bisher 
erwahnten linearen osmotischen Skalen solche mit geometrischer 
Gliederfolge einzufiihren. Eine solche mit 15°/, Gliederdifferenz 
wiirde demnach folgende Konzentrationen umfassen: 

1,00-, 0,85-, 0,72-, 0,61-, 0,52-, 
0,44-, 0,37-, 0,31-, 0,26- und 0,22-n. 

Das Anwendungsgebiet der Methode ist ein auBerordent- 
lich weites. Dies ist vorzugsweise darin begriindet, daB sie 
in bezug auf die Auswahl des Lisungsmittels eine Freiheit 
gewahrt wie keine andere. Man kann alles nehmen, ohne es 
vorher zu reinigen oder zu trocknen; die Lésungsmittel brauchen 
weder konstant noch bei zugiinglicher Temperatur zu sieden 
oder zu gefrieren. Sie diirfen endlich ein Gemisch sein; 
immerhin sollen dann aber die Siedepunkte nicht weit aus- 
einanderliegen. Weiterhin ist die Methode groBer Genauigkeit 
fahig und begniigt sich endlich mit sehr geringen Konzen- 
trationen, was fiir schwerldésliche Stoffe wichtig ist. Da sie 
bei gleichem Liésungsmittel Temperatur und Konzentration zu 
variieren erlaubt, gibt sie schlieBlich ein Mittel an die Hand, 
die Gesetze der Assoziation zu erforschen. 


B. Camphermethode. ') 


(Mikro-Molekulargewichtsbestimmung im 
Schmelzpunktsapparat.) 


Die gewohnlichen organischen Liésungsmittel zeigen fast 
alle fir 1 Mol. im Kilogramm nur einige Grade Schmelzpunkts- 
depression. Im Campher wurde nun ein Lésungsmittel ge- 
funden, da8 sich durch eine so auBerordentlich hohe Depression 
auszeichnet, daB es die Méglichkeit eréffnet, statt des Beck- 
mann-Thermometers ein gewdhnliches, in ganze Grade geteiltes 


1) K, Rast, Chem. Ber. Bd. 55, S. 1051 (1922). 
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Thermometer zu benutzen und die Messung in einem Schmelz- 
punktsapparat vorzunehmen; durch die minimalen Mengen, die 
hierzu benétigt werden, nimmt die Methode den Charakter 
einer Mikromethode an. 

Die Gefrierpunktsdepression des Camphers betrigt 40° 
fir eine Normalitat (1 Mol. im Kilogramm).?) Die entsprechenden 
Zahlen sind vergleichsweise fiir Benzol 5°, fir Kisessig 3,9°, 
fir Wasser 1,86°. Da dem Campher auBerdem ein betricht- 
liches Liésungsvermégen eignet, lassen sich von vielen Stoffen 
normale, von den allermeisten aber halb- oder viertelnormale 
Liésungen herstellen, die mit 20 bzw. 10° Depression sich noch 
recht genau messen lassen. 

Die Arbeitsweise ist sehr einfach: Man schmilzt einige 
Milligramme Substanz mit der 10—20fachen Menge Campher 
in einem sehr kleinen, mit Bichromat und Schwefelsaiure ge- 
reinigten Proberéhrchen zusammen, nimmt von dem erstarrten 
Schmelzkuchen etwas mittels eines Mikrospatels*) heraus und 
nimmt davon den Schmelzpunkt. 

Das Proberéhrchen wird auf der gewéhnlichen analytischen 
Wage in die Bohrung eines Korkes gesetzt. Nach dem Ein- 
wigen der Substanzen wird es durch einen Kork verschlossen, 
in den eine zugespitzte Stricknadel gesteckt ist, die als Halter 
dient. Durch Kintauchen in ein kleines Bad aus heiBber Schwefel- 
siure — bei fliissigen Substanzen auch wohl iiber freier 
Flamme — wird der Inhalt geschmolzen und gemischt. Dies 
dauert nur einige Sekunden. Die hierbei oben ansublimierenden 
Spuren Campher wurden anfanglich nach ihrer Entfernung 
zuriickgewogen; doch zeigte sich, daB sie niemals einen meb- 
baren Fehler verursachen. Die Masse wird nun herausgestochen, 
wobei die eigentiimliche Weichheit des Camphers sehr zustatten 
kommt, und auf ein Achatschalchen oder Uhrglas gegeben. 
Man driickt nun ein diinnwandiges Schmelzpunktsréhrchen gegen 





*) Entnommen aus einem Diagramm (Landolt-Bérnstein-Roth, 
4, Aufl,, S. 556), nachbestimmt zu 40°. 

*) Aus hartem Messingdraht durch Plattschiagen und Feilen leicht 
zu fertigen; Mikrospatel und Proberéhrchen kénnen auch bezogen werden 
von Fr. Hépfuer, Niirnberg, Seuffertstr. 20. 
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die Kérner und schiebt diese dann mittels eines Glasstabchens 
hinab und driickt sie zusammen. Das Réhrchen wird nun in 
die seitliche Offnung eines Schmelzpunktsapparates eingefiihrt 
oder besser 2 cm iiber der Substanz capillar ausgezogen und 
mittels der etwa 15 cm langen Capillare mit Schwefelsiure an 
das Thermometer angeklebt. 

Es hat sich als zweckmaBig erwiesen, einer Eut- 
mischuug des Schmelzgutes beim Erstarren dadurch 
vorzubeugen, da& man das erstarrte Schmelzgut voll- 
stindig aus dem Proberéhrchen nimmt und vor der 
Verwendung nochmals innig durchmischt. Letzteres 
geschieht in einer Reibschale mittels eines starken 
Nickelspatels. Ist das erstarrte Schmelzgut zih, so 
laBt es sich nicht herausnehmen, birgt aber dann auch 
nicht die Gefahr der Entmischung in sich. 

Die Mischung beginnt schon weit unter dem Schmelz- 
punkt auszusehen wie tauendes Eis, um schlieBlich zu einer 
triiben Flissigkeit zu werden, in der man mit Hilfe einer 
Lupe scharf ein zartes Krystallskelett sieht, das anfanglich 
die ganze Schmelze durchsetzt, bei langsamer Temperatur- 
steigerung aber sich von oben her auflést. Das Verschwinden 
der letzten Krystillchen am Boden bezeichnet den richtigen 
Schmelzpunkt. 

Da es sich um Differenzbestimmungen handelt, ist es 
volikommen iiberfliissig, Korrekturen fiir den herausragenden 
Faden vorzunehmen oder Normalthermometer oder Rothsche 
Apparate anzuwenden, vielmehr geniigt das primitivste Schmelz- 
punktskélbchen. Dagegen ist die Form des Bodens des 
Schmelzpunktsréhrchens von Wichtigkeit. Derselbe darf niemals 
spitz auslaufen, muB vielmehr innen halbrund sein, wie er 
stets wird, wenn man das Réhrchen in den Saum einer Flamme 
halt. AuBerdem muB das Schmelzgut gut eingestampft werden 
und darf nicht héher als 1 mm sein. Bei spitzer Bodenform 
kénnen nimlich vorhandene Luftblasen filtrierend auf die 
Schmelze wirken und iiber sich einen campher-reicheren ‘Teil 
isolieren, der dann einen zu hohen Schmelzpunkt zeigt. 

Man lege Wert auf duBerst diinnwandige Schmelzpunkts- 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXVI. 8 
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Fig. 6. Richtige ‘ 
Bodenform (vergr.). 
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capillaren. Die kauflichen sind alle dickwandig, zudem meist 
verstaubt und fiir feinere Messungen nicht zu gebrauchen. 
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Diinnwandige erhilt man nur, indem man Reagensgliser aus- 
zieht. Da das Verfahren jedoch etwas kostspielig ist, empfiehlt 
es sich, Reagensglasrohr iiber der Gebliiseflamme auszuziehen 
und sich dabei von einer zweiten Person helfen zu lassen. 
Man erhalt so auf einen Auszug etwa 2m Capillare. Nach 
dem Abschmelzen und Zerschneiden sind die Capillaren sofort 
in reinen, gut verkorkten Glasrohren aufzubewahren. 

Als Brenner dient ein Mikrobrenner oder ein Létrohr, 
durch das Gas strémt. Besonders letzteres liefert eine so 
kleine Flamme, dab sich jede beliebige Langsamkeit der Tem- 
peratursteigerung mit Leichtigkeit erzielen liBt. 

LiBt man den Schmelzpunktsapparat sich wieder abkiihlen, 
so beginnt mit grober RegelmiBigkeit 2° unter dem Schmelz- 
punkt der Campher in Sternchen wieder auszukrystallisieren, 
die schnell den ganzen Raum erfillen. Durch Wieder- 
schmelzen erhilt man eine vorziigliche Kontrolle. Als Schmelz- 
punktsapparat diene ein Reagensglas von 2,5 cm Weite; infolge 
seiner Diinnwandigkeit folgt es der Erwiirmung und Abkihlung 
mit gréBerer Beweglichkeit als die gebrauchlichen Apparate. 

Berechnung. Ist s das Gewicht der Substanz in Milli- 
erammen, S das des Camphers in Milligrammen, 4 die De- 
pression, so ist das Molekulargewicht 


AnschlieBend seien einige Messungen angefiihrt. Wie man 
sieht, ist die Genauigkeit fiir die Kntscheidung von Formeln 
mehr als geniigend. Da eine Bestimmung samt der Wagung 
nur etwa 20 Minuten beansprucht, erlaubt die Methode auch 
ein sehr rasches Arbeiten. 

Bestimmungen in Campher, Schmelzp. 174°, KF = 40°; 
A = Erniedrigung, M = Molekulargewicht. 

1. Pikrinsdure, 11,2 mg in 100 mg = n/2. 

4 Ber. 19,5° M Ber. 229 
Gef. 19,5 Gef. 
2. Phenolphthalein, 7,9 mg in 129,2 mg = n/5. 
A Ber. 7,8° M Ber. 316 
Gef. 8 Gef. 306 
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3. Acetanilid, 6,4 mg in 61,0 mg = ‘*/,-n. 


4 Ber. 31° M Ber. 135 
Gef. 31 Gef. 135 
4, Naphthalin, 8,7 mg in 68,2 mg = 1-n. 
4 Ber. 39,9° M Ber. 128 
Gef. 40 Gef. 12,5 
5. Sulfonal, 8,3 mg in 73,8 mg = n/2. 
4 Ber. 19,8° M Ber. 228 
Gef. 19,5 Gef. 232 
6. Coffein, 13,5 mg in 130 mg = n/2. 
4 Ber. 21,4° M Ber. 194 
Gef. 20,5 Gef. 202. 


J. Houben’) bestimmte nach der Methode auch Fiiissig- 


keiten. Auch hierfiir seien einige Beispiele angefiihrt. 


1. Athylbenzoat, 6,7 mg in 85,7 mg. 


4 Ber. 20,9° M Ber. 150 
Gef. 22 Gef. 142 
2. n-Heptylalkohol, 9,2 mg in 227,2 mg. 
4 Ber. 14° M bBer. 116 
Gef. 14 Gef. 116 
(Houben) 
3. Nitrobenzol, 27,5 mg in 412 mg. 
4 Ber. 20,1° M Ber. 123 
Gef. 21 Gef. 127 
4. Anilin, 30,8 mg in 370 mg. 
A Ber. 35,8° M Ber. 93 
Gef. 36,5 Gef. 91 


(D. Verf.) 


Die Gemische mit Fliissigkeiten geben nach dem Erkalten 
noch eine geniigend kriimelige Masse, um mit Hilfe eines 
Glasstiibchens bequem in eine Schmelzpunktscapillare eingefihrt 
werden zu kénnen. Das Beispiel des Heptylalkohols beweist, 
da8 Campher zu den die Assoziation verhindernden Liésungs- 
mitteln (also wie Eisessig) gehért, das des Anilins, daB eine 
etwaige Reaktion mit der Ketogruppe des Camphers nicht zu 
befiirchten ist. 

Der verwendete Campher war natiirlicher. Synthetischer 


) Zs. f. angew. Chem., Referat tiber den Deutschen Naturforscher- 
tag zu Leipzig, Oktober 1922; Journ. f. prakt. Ch. 105, 27 (1922). 
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laBt sich aber genau ebenso verwenden; doch muB bei jeder 
Camphersorte der ihr eigentiimliche Schmelzpunkt zugrunde 
gelegt und daher ein fiir allemal bestimmt werden. Natiirlich 
muB die Substanz das Erhitzen auf 174° ohne Zersetzung ertragen. 


Arbeiten mit iuBberst geringen Mengen.}) 


Geht man noch dazu iiber, die Herstellung der Lésungen 
in Campher auf der Mikrowage in der Schmelzpunktscapillare 
selbst vorzunehmen, so gelangt man zu einem Verfahren, das 
mit den geringsten, eben noch sichtbaren Spuren Substanz 
rasch und sicher genaue Schmelzpunktsbestimmungen aus- 
zufiihren gestattet. Die einzige Schwierigkeit besteht sogar 
darin, so wenig Substanz zu nehmen, daB die Liésung in 
Campher nicht schon zu konzentriert wird. Glicklicherweise 
ertrigt Campher oft Konzentrationen iiber 1-n, wie die fol- 
genden Bestimmungen zeigen. 


Herstellung der Lésungen. 


Ks hat sich gezeigt, daB man die Capillaren ohne Gefahr 
fiir die Genauigkeit etwas weiter wihlen darf als gewoéhnlich, 
nimlich mit einem Lumen von 2—3 mm. AuBerdem 1liBt 
man sie sich gegen das offene Ende konisch erweitern, so daB 
sie die Gestalt der Fig. 11 bekommen. Dagegen ist Diinn- 
wandigkeit und abgerundete Bodenform nach wie vor unerlaBlich. 
Zum Einfiillen dient ein Mikrospatel (Fig. 12). Die Capillare 
wird senkrecht in ‘die Bohrung eines Korkes (auBerhalb der 
Mikrowage) gesetzt. Die Substanz muB vom Spatel auf den 
Boden der Capillare frei fallen. Dann gibt man den Campher 
hinzu, schiebt die Kérnchen desselben mittels eines nicht ab- 
gerundeten Glasstiibchens die Wandungen hinab und driickt 
sie auf dem Boden zusammen, was sich sehr reinlich ausfiihren 
laBt. Zwischendurch wird die Capillare jedesmal auf der Mikro- 
wage liegend gewogen. Zum Schlusse wird die Capillare oben 
zugeschmolzen und wie gewohnlich zu einem Faden ausgezogen, 
der mit Schwefelsiiure an das Thermometer angeklebt wird 


‘) Chem. Ber. Bd. 55, 8. 3727 (1922). 
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(Fig. 18). Durch Schmelzen und Wiedererstarrenlassen wird 
der Inhalt gemischt. 

Zum Anfassen bei der Wigung dient die Holtzsche Pin- 
zetie!) oder auch ein kurzes Glasstiibchen, das am Boden an- 
geschmolzen ist und mit den Fingerspitzen gefaBt werden dart 














Fig. 11. 














Fig. 14. 





Se 


Fig. 15. 


(Fig. 14). Die hier gezeichneten Glasformen lassen sich un- 
schwer durch Ausziehen eines Reagensglases iiber der Schnitt- 
brennerflamme und Abschneiden mittels eines scharfen Glas- 
messers erhalten; sie sind selbstverstiandlich peinlich vor Staub 
geschiitzt aufzubewahren. Auch ein Einfiilltrichterchen der 
Fig. 15 leistet ab und zu gute Dienste. 


') Zu beziehen von Bender-Hobein, Miinchen. 
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Die Héhe des Schmelzguts in der Capillare darf 2 mm 
nicht iiberschreiten; 3 mm Héhe bergen schon die Gefahr eines 
Fehlers in sich. Man nehme daher so wenig Substanz, als 
man iiberhaupt einzufillen imstande ist (1/,—’/, mg) und in 
der Regel 2—3 mg Campher. 

Die Genauigkeit ist sehr grobB, wie die folgenden Bestim- 
mungen zeigen; tatsiichlich sind ja auch hier gegeniiber der 
urspriinglichen Arbeitsweise einige Fehlerquellen in Wegfall 
gekommen. 

A = Depression, M = Molekulargewicht. 


1. Naphthalin, 0,216 mg in 2.330 mg 4 = 29,5". 


M Gef. 126 Ber. 128 
2, Naphthalin, 0,548 mg in 4,112 mg d = 41,5°. 

M Gef.  128,6 Ber. 128 
3. Sulfonal, 0,262 mg in 2,121 mg 4 = 22°. 

M Gef. 223 Ber. 228 
4. Sulfonal, 0,443 mg in 6,414 mg 4 = 12°. 

M Gef. 230 Ber. 228 
5. Acetanilid, 0,301 mg in 6,595 mg 4 = 13,5°. 

M Gef. 135 Ber. 135 


3. Acetanilid, 0,337 mg in 2,235 mg 4 = 42,5°. 
M Gef. 142 Ber. 13 
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Kohlenhydrate IIT." 
Die Einwirkung von Phosphorpentachlorid auf Octacetyi- 
maltose. 


Von 


Perey Brigl und Paul Mistele. 


(Aus dem physiol.-chem. Institut der Universitaét Tibingen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 24. November 1922.) 


Vor einiger Zeit wurde durch den einen von uns”) die 
Konstitution des Produkts aufgeklirt, das sich bei der Kin- 
wirkung eines Uberschusses an Phosphorpentachlorid auf 
Glucoseacetat bei Wasserbadtemperatur bildet. Gleichzeitig 
wurde ausgesprochen*), daB Phosphorchioride fiir Konstitutions- 
aufklarung in der Zuckerchemie offenbar ein sehr geeignetes 
Reagens darstellen und deshalb weitere Versuche auf Grund 
dieser Reaktion angekiindigt. Demgemi8 haben wir gemein- 
sam seit Jahresfrist eine Untersuchung in Gang iiber die Ein- 
wirkung von Phosphorpentachlorid auf Disaccharidacetate. 

Inzwischen ist nun Karrer‘), der von ganz anderen Frage- 
stellungen — von der Konstitution der Cellulose — ausging, 
gleichfalls dazu gekommen, die EKinwirkung von Phosphor- 
pentabromid bei Wasserbadtemperatur auf die Acetate ver- 
schiedener Zuckerderivate, darunter auch Disaccharide, zu 
studieren. Obgleich seitdem durch briefliche Abmachungen 
die Gefahr einer weitergehenden Kollision der Arbeitsgebiete 


') II. Mitteilung: Diese Zs. Bd. 122, 8. 245 (1922). 

2) P. Brig], Diese Zs. Bd. 116, S. 1 (1921). 

3) A. a. O., S. 20. 

4) Karrer u. Smirnoff, Hely. chim. Acta Bd, 5, 5S. 124 u. 187 (1922). 
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behoben ist, méchten wir doch vorliiufig die Ergebnisse bekannt 
geben‘), die wir bei der Kinwirkung von Phosphorpentachlorid 
auf Maltoseacetat erhalten haben, um auch dem gréBeren Kreis 
der Fachgenossen gegeniiber unser Recht zur Bearbeitung des 
Gebiets nicht in Vergessenheit geraten zu lassen. 

Die erhaltenen Resultate sind ein neuer Beweis dafiir, 
wie stark der Verlauf von chemischen Reaktionen durch schein- 
bar geringe Variationen beeinfluBt wird. Karrer undSmirnoff, 
die mit Phosphorpentabromid arbeiteten, erhielten eine Auf- 
spaltung der Polysaccharide bis zu Bromderivaten der Glucose. 
So konnten sie als auBerordentlich bemerkenswertes Spalt- 
produkt des Celluloseacetats das Acetat der 1,6-Dibromglucose 
isolieren. Kine analoge Aufspaltung erfolgt auch bei der 
Kinwirkung des Phosphorbromids auf die Acetate der Cello- 
biose und Maltose. In beiden Fillen war das Acetat der 
1-Bromglucose nachweisbar, im zweiten daneben auch das 
Acetat der 1,6-Dibromglucose. 

Im Gegensatz dazu bleibt nun nach unseren Versuchen 
zum mindesten zu einem erheblichen Teil das Molekiil der 
Disaccharide ungespalten, wenn man auf ihre Acetate Phos- 
phorpentachlorid einwirken lift. Selbst der — so sollte 
man wenigstens annehmen -— so leicht spaltbare Robrzucker 
wird nicht in Derivate von Monosacchariden verwandelt, wie 
man wohl daraus folgern darf, da8 das Chlorierungsprodukt 
erst nach der Siurehydrolyse reduzierende Eigenschaften hat. 
Leider sind bei diesem Disaccharid die Versuche sehr erschwert 
durch die geringe Krystallisationstendenz des Reaktionsprodukts, 
sodaB wir noch nichts Endgiiltiges berichten kénnen. Bei 
der Cellobiose andererseits, wo die Reaktion ganz analog wie 
bei der Maltose zu verlaufen scheint, war ein Hindernis die 
geringe Lislichkeit und die dadurch bedingte Reaktionstrigheit 
des Acetats, die erst durch die Wahl eines geeigneten Lésungs- 
mittels zu beheben war. Infolge dieser Hemmnisse kann heute 





') Die Veréffentlichung kann erst jetzt erfolgen, weil wir die erste 
Kenntnis von der zweiten, uns besonders beriihrenden Arbeit der Schweizer 
Autoren wiihrend der Ferien durch das Referat im Chem. Zbl. Bd. III, 
S. 601 (1922) erhielten. 
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nur das Derivat eines Disaccharids genauer geschildert werden, 
das wir in schén krystallisierter, ganz einheitlicher Form fassen 
konnten, das Produkt der EKinwirkung von Phosphorpenta- 
chlorid auf Maltoseacetat. Wir hoffen aber bald auch tiber 
das Verhalten der anderen Disaccharide genauer berichten zu 
kénnen. 

Das Ausgangsmaterial war das Octacetat der Maltose, 
das aus diesem Zucker durch Acetylierung nach Liebermann 
erhialtlich ist, danach wohl die 8-Form des Acetats. Behandelt 
man dies mit 5 Molen Phosphorpentachlorid, am besten bei 105’, 
also recht analog wie seinerzeit das f-Acetat des Trauben- 
zuckers, so verléuft die Reaktion auch entsprechend wie dort. 
In nicht wesentlich schlechterer Ausbeute laBt sich ein krystal- 
lisiertes Chlorierungsprodukt fassen, in dem 4 Chloratome ent- 
halten sind, eins leicht beweglich in der 1-Stellung, die tibrigen 
drei in Form einer Trichloracetylgruppe, die an Stelle einer 
Acetylgruppe getreten ist. Voraussichtlich wird auch der Ort 
des Eintritts dieses Trichloracetyls analog wie bei Glucose sein, 
namlich in die dem Chlor benachbarte 2-Stellung. Fiir diese 
Stellung wird aber noch ein genauerer Beweis zu erbringen sein. 

Die Reaktion verlauft nach der Gleichung: 

CosH 0,9 4 PCI, = C,,H,,0,,Cl, + POCI, + 3PCI, + 3 HCl + CH,COCI. 
Acetyl-maltose 

Die Konstitution wire, falls die Stellung des Trichlor- 

acetyls richtig angenommen ist, die folgende: 


——. Q 7 
6’ 5 vy of WV 
CH,OAe-CHOAc-CH-CHOAc:-CHOAc - CH 
Od 
16 5 4 3 2 1 
CH, -CHOAc-CH-CHOAc-CHO,(,C1, « CHCI. 





Q- 


Zu bezeichnen wire der Kérper als 1-Chlor-2-(trichlor- 
acetyl-)hexacetyl-maltose. Nach dieser Auffassung wire das 
Maltosemolekiil noch unveriindert, nur die beiden Siuregruppen 
an und neben der Pseudoaldehydgruppe sind angegriffen. Da 
wirklich noch die Maltose darin enthalten ist. dafiir ist zu- 
nichst die Molekulargewichtsbestimmung ein Beweis. Wire 








EU ATO SSN Tera 
Rye eke 


rae aa 





































Kohlenhydrate Il]. Die Einwirkung von Phosphorpentachlorid usw. 123 


eine Autspaltung des Molekiils analog wie bei den Versuchen 
von Karrer erfolgt, so miiBte sich das Triacetat einer Dichlor- 
glucose, C,,H,,O,Cl,, gebildet haben, worauf aber weder 
Molekulargewicht, noch Analysenzahlen stimmen. Zudem paBt 
zu dieser Annahme auch nicht das Verhalten des Chlors, nur 
'/, davon ist leicht ionisierbar, die iibrigen */, sind als Trichlor- 
acetyl durch Isonitrilreaktion und Uberfiihrung ins Amid leicht 
nachweisbar. SchlieBlich aber erhalt man bei der Verseifung 
des Chlorierungsprodukts glatt Maltose, die als Osazon identi- 
fiziert wurde. Alles in allem ist kein Zweifel, da’ hier im 
Gegensatz zu den Versuchen Karrers die Reaktion ohne Spal- 
tung des Disaccharids sich vollzogen hat. 

Kine verschiedene Reaktionsfihigkeit gegeniiber Chlor- und 
Bromverbindungen ist ja auch sonst bei Zuckerderivaten be- 
obachtet. Es sei nur daran erinnert, daB nach E. Fischer 
und Armstrong’) Pentaacetylglucose mit fliissigem Chlorwasser- 
stoff auch bei lingerer Kinwirkung nur ein Acetyl gegen Chlor 
vertauscht, wihrend Bromwasserstoff zwei Acetyle verdriingen 
kann. Vielleicht ist allerdings der Gegensatz der geschilderten 
Versuche zu denen von Karrer mit Phosphorpentabromid nicht 
so groB als es im ersten Augenblick erscheint. Karrer und 
Smirnoff heben bei ihren Versuchen ausdriicklich hervor?), dai 
sich eine ganze Reihe von Bromprodukten bildet, unter denen 
neben eventuell analogen Produkten wie bei den Versuchen von 
Brigl auch Bromprodukte von Disacchariden anzunehmen seien. 
Ks ist also méglicherweise der ganze Unterschied nur ein 
gradueller. 

Immerhin ist der abweichende Verlauf der Chlorierung nicht 
ohne Interesse, um so mehr, als Brigl*), von dem entsprechen- 
den Derivat des Traubenzuckers ausgehend, zu einem héchst 
reaktionsfihigen, neuen Anhydrid des Traubenzuckers gekommen 
ist. Ks muB nun mindestens versucht werden, in gleicher Weise 
auch zu einem Maltoseanhydrid zu kommen. 


‘') Chem. Ber. Bd. 35, S. 835 (1902). 
*) A.a. O., S. 196. 
*) Kohlenhydrate II. 
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Versuchsteil. 


Darstellung der 1-Chlor-2(?)-(trichloracetyl)-hexacetyl- 
maltose. 

Die Darstellung des Chlorierungsprodukts in krystallisierter 
einheitlicher Form stie8 anfangs auf recht erhebliche Schwierig- 
keiten. Auch als wir in den Besitz von Impfmaterial ge- 
kommen waren, erforderte es noch viele, Geduld verlangende 
Versuche, bis wir die Bedingungen so weit beherrschten, daf 
wir eine gleichmiBige, einigermaBen zufriedenstellende Ausbeute 
erhielten. Als wesentlich stellte es sich heraus, die Chlorierung 
nicht unndétig lang auszudehnen, weshalb zuletzt nicht im 
Wasserbad, sondern bei 105° gearbeitet wurde, und die ge- 
bildeten Produkte rasch weiter zu verarbeiten, sodaB sie nicht 
unnoétig lange der Kinwirkung des sauren Mediums ausgesetzt 
blieben. Vermutlich wird es sich vor allem um eine durch 
die Salzsiure begiinstigte Umlagerung im Maltosemolekiil handeln. 
Dafiir lassen sich Versuche von Freudenberg?) und Brauns 
als Beleg heranziehen, die in itherischer Lésung eine An- 
lagerung von Chlorwasserstoff an Maltoseacetat beobachtet 
haben. Fiir die Méglichkeit der Existenz verschiedener, wohl 
stereoisomerer Formen spricht ferner unsere Beobachtung, 
daB das krystallisierte Material von richtiger Analysenzahl 
wechselnde Schmelzpunkte und Drehung haben kann. Es 
gelingt allerdings, aus diesem Gemisch eine Substanz von 
konstantem Schmelzpunkt und konstanter Drehung heraus- 
zufraktionieren, ohne daB aber die prozentische Zusammen- 
setzung sich indert. 

Ehe wir die Vorschrift fiir die Chlorierung bringen, soll 
kurz die Darstellung des Maltoseacetats beschrieben werden. 
Zwar ist diese Darstellung schon mehrfach geschildert worden, 
zuletzt durch Irvine und Dick*) und durch Freudenberg 
und Brauns’*}, es laBt sich jedoch durch eine kleine Varia- 
tion die Ausbeute an Acetat nicht unerheblich erhéhen. Ks ist 


') Chem. Ber. Bd. 55, S. 940 (1922). 
2) Jl. of Chem. Soc. Bd. 115, 8. 596 (1919). 
) A. 20, 
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zweckmaBig, um Sekundirreaktionen mdéglichst auszuschlieBen, 
an die von EK. Fischer’) fiir die Glucose gegebene Vorschrift 
sich eng anzulehnen, namlich mit dem Acetylierungsmittel nur 
aufzukochen und dann langere Zeit auf dem Wasserbad zu 
erhitzen. 

50 g Maltose, 25 g frisch geschmolzenes Natriumacetat, 225 g Essig- 
siureanhydrid werden in einem groBen Kolben auf dem Wasserbad erst 
vorsichtig bis zum Einsetzen der ersten heftigen Reaktion erhitzt und 
dann noch 2 Stunden weiter bei 100° gehalten. Danach gieBt man auf 
Eiswasser. Nach dem rasch erfolgenden Festwerden der Masse saugt 
man ab und krystallisiert zweimal aus Alkohol von 96°/,. Die Ausbeute 
an reinem Material vom Sechmelzp. 157—158° betrigt 56 g. 

Von den Vorschriften zur Behandlung des Maltoseacetats 
mit Phosphorpentachlorid sei nur die wiedergegeben, die sich 
als die beste bewahrt hat. 

17 g Maltoseacetat werden in einem Kolben mit an- 
geschliffenem RiickfluBkiihler und aufgesetztem Chlorcalcium- 
rohr mit 28 g Phosphorpentachlorid durch Schiitteln grob 
vermischt. Die Mischung wird in einem Bad von 104—105° 
so lange erhitzt, bis alles Pentachlorid sich gelést, und die 
erste lebhafte Salzsiureentwicklung nachgelassen hat. Dies 
ist nach 1 bis 11/, Stunde der Fall. Der Kolbeninhalt, der 
sich in eine nur etwas gelb gefairbte Lisung verwandelt 
hat, wird in einen Destillationskolben iiberfiihrt und, wegen 
Schiumens, unter anfinglich sehr vorsichtigem Pumpen und 
Krwirmen bei 100° im Vakuum der Wasserstrahlpumpe das 
gebildete Phosphortri- und Oxychlorid abdestilliert. Der jetzt 
bernsteingelbe, in der Kilte zu einer spréden Masse erstarrende 
Kolbeninhalt wird mit Chloroform aufgenommen und nun sehr 
sorgfiltig mit Kiswasser, aus bicarbonathaltigem Leitungswasser 
bereitet, so lange ausgeschiittelt, bis das Wasser auf Lackmus 
kaum noch sauer reagiert. Dann wird das Chloroform mit 
Chlorcalcium getrocknet. Man entfernt das Lésungsmittel erst 
durch einen getrockneten Luftstrom, den Rest im Vakuum. 
Der Riickstand wird langsam fest und pulverisierbar. Seine 
Menge betragt etwa 15 g. 





1) Chem. Ber. Bd. 49, 8. 584 (1916). 
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Ks ist, wie erwihnt, wesentlich, daB die ganzen Operationen 
bis hierher rasch hintereinander verlaufen, sonst gelingt die 
Krystallisation der so gewonnenen Masse nur sehr unvoll- 
stiindig. | 

Um die krystallisierbaren Anteile aus diesem Rohprodukt 
zu gewinnen, nimmt man die obigen 15 g, die frei von Chloro- 
form sein miissen, mit 22 ccm iiber Natrium getrocknetem 
Ather auf. Sie lisen sich zuniichst bis auf wenige Flocken 
auf, von denen man abfiltriert. Nach lingerem Stehen in 
einer guten Kiltemischung, rascher, wenn man erst im Besitz 
von Impfmaterial ist, nach Animpfen setzt eine Krystallisation 
feiner weiber Nadeln ein, die nach Stehen iiber Nacht die ganze 
Masse breiartig erfiillen. Nach Absaugen und Waschen mit 
etwas Ather wird getrocknet. Der krystallisierte Teil wiegt im 
giinstigsten Fall 8,2 ¢ und hat den noch etwas unscharfen 
Schmelzp. 113—115°. Die Ausbeute ist so 43°/, der Theorie. 

Anfiinglich, bei weniger raschem Arbeiten, waren die Aus- 
beuten geringer und der Schmelzpunkt lag teilweise noch tiefer, 
bei 104—106°. Schon diese ersten Krystallisationen ergaben 
aber scharf auf die angenommene Formel stimmende Analysen- 
resultate. Die isolierten Kérper sind aber noch nicht als ein- 
heitlich anzusehen, sondern stellen wohl ein Gemisch von 
Isomeren dar. Krystallisiert man niimlich aus Ather um, so 
steigt, ohne Anderung der prozentischen Zusammensetzung, 
der Schmelzpunkt bis zu 132—138°, der des Kérpers aus der 
Mutterlauge fallt bis unter 80°, wihrend gleichzeitig die spe- 
zifische Drehung von + 80° bis auf + 58,65° fallt. 

Zur weiteren Krystallisation aus Ather sind wesentlich 
gréBere Mengen Ather erforderlich. 2 g Substanz erfordern 
in der Hitze etwa 70 ccm zum Lésen, von denen man zweck- 
miBig vor dem Hinstellen zur Krystallisation gut die Hilfte 


wieder verdunstet. Nach zweimaliger Krystallisation bleibt der 


Schmelzpunkt konstant. Zur Analyse und Polarisation wurde 
zur Sicherheit noch ein weiteres Mal aus Ather krystallisiert. 

Auf dieses Material vom Schmelzp. 132-—133° sind, wenn 
nicht ausdriicklich anders bemerkt, die ganzen folgenden An- 
gaben zu beziehen. 























0.1061 g Substanz gaben 0,1597 g CO, und 0,0418 g H,0O. 
0,1198 ¢ 3 »  0,0916 g AgCl. 
CygH3,0,,Cl, ber. 41,179, C 4,25°/, H = 18,71 /, Cl 
gt om . 46 . te . 
0,1077 g Substanz, gelést in Benzol zu 5 ccm, zeigt im 2 dem-Rohr 
@ = + 2,52°, 0,1015 g Substanz ebenso + 2,39°. 
[aji? = + 58,5 und + 58,8, Mittelwert + 58,65°. 
Zum Vergleich sei auch die Analyse und Polarisation eines Roh- 
materials vom Schmelzp. 104—106° angefiihrt: 
0,1268 g Substanz gaben 0,1909 g CO, und 0,0500 g H,O. 


0,1215 g $5 »  9,0909 g AgCl. 
gef. 41,07%/, C 4,41°/, H 18,51 °/, Cl 
0,3158 g Substanz, gelést in Benzol zu 5 cem, zeigt im 2 dem-Rohr 
oa + 10,1". 


[a|i°? = + 80,0°. 


Die Analysen stimmen so scharf auf die chlorierte Maltose, 
da schon deswegen das Vorliegen einer acetylierten Dichlor- 
glucose ausgeschlossen ist. Das Triacetat einer Dichlorglucose 
wiirde die Formel C,,H,,0,Cl, haben und verlangen: 41,98 °/, C, 
4,70 °/, H, 20,67 °/, Cl. 

Das Vorliegen des Maltosederivats ergab weiter die Mole- 
kulargewichtsbestimmung, angestellt mit dem Kérper vom 
Schmelzp. 132—133”. 

0,2413 g Substanz, gelést in 12,87 g Benzol, ergaben kryoskopisch 

eine Depression von 0,137°. 
Mol.-Gew. ber. 758, gef. 698. 


] Die weiBen Nadeln des reinen Chlorkérpers lisen sich 
: gut in Benzol, Chloroform, Essigester, Aceton, nur in der 


‘ Wiirme gut in Alkoholen, die sie nach kiirzerem Krwirmen 
4 krystallisiert beim Erkalten wieder ausfallen lassen, sehr schwer 
ES in Ather, Schwefelkohlenstoff, warmem Ligroin, kaum in Petrol- 
: ‘ither; nur unter Zersetzung langsam im Wasser. Von Sauren 
lést besonders stiirkere Salpetersiiure beim Erwiirmen rasch, 
Alkalien lésen unter Gelbfirbung. Fehling sche Liésung wird 
beim Erhitzen reduziert. Erhitzen mit methylalkoholischem 
Kali und Anilin gibt deutlichen Geruch nach Isonitril, ein 
Beweis fiir die Anwesenheit der Trichloracetylgruppe. 

Genau wie beim entsprechenden Glucosederivat l&aBt sich 
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auch hier der Nachweis fiihren, daB eins der 4 Chloratome in 
leicht ionisierbarer Form vorhanden ist. 
0,1775 g Substanz, mit Salpetersiiure und Silbernitrat im Wasserbad 


5), Stunden erhitzt, gibt 0,0388 g Chlorsilber oder 5,4°/, Cl, statt 
der fiir ein Chlor berechneten 4,6 °/o. 


Verseifung des Chlorkérpers mit methylalkoholischem 
Ammoniak. 

Die Arbeitsmethode schlieBt sich eng an das von Brig] 
in der ersten Mitteilung (S. 39) erprobte Verfahren an. Man 
verseift 4,8 g Chlorkérper mit der 7 fachen Menge an methy]l- 
alkoholischem Ammoniak wihrend 36 Stunden bei Zimmer- 
temperatur, vertreibt Ammoniak und Methylalkohol im Vacuum. 
Bei Extraktion der halbfesten Masse durch Ather bleibt ein 
den Zucker enthaltender Riickstand.. In den Ather gehen die 
Siureamide, viel Acetamid, daneben aber auch Trichloracetamid 
mit seinen charakteristischen Kigenschaften, durch seine Schwer- 
léslichkeit im Wasser vom Acetamid trennbar. 

Der Hauptwert war auf die Feststellung der Natur des 
Zuckers zu legen, also auf die Untersuchung des Ather- 
unléslichen. Da darin neben der Maltose Chlorammonium ent- 
halten war, wurde der Zucker als Phenylosazon bestimmt. Als 
Kriterium fiir das Vorliegen von Maltosazon wurde neben dem 
Schmelzpunkt der Stickstoffgehalt und die Drehung in Pyridin- 
Alkohol nach Neuberg!) bestimmt. 

Zur Darstellung des Osazons wurde der Riickstand in der 
15fachen Menge Wasser gelist, die anderthalbfache Menge 
Phenylhydrazin und 50°/, ige Essigsiure zugegeben und 11/, Stun- 
den im Wasserbad erhitzt. Erhalten wurde im ganzen 0,75 g 
Osazon aus obigen 4,8 g Chlorkérper. Nach zweimaligem Um- 
krystallisieren aus der 75 fachen Menge Wasser hatte es den 
Zersetzungspunkt 206° und den fiir Maltosazon erforderlichen 


Stickstoffgehalt. 
0,1114 g Substanz gaben 10,5 cem Stickstoff (17° und 727 mm). 
0,0745 g - » 7,1 com . (16° ,, 728 mm). 


ber. 10,77°%, N 
gef. 10,60; 10,79 





") Neuberg, Chem. Ber. Bd. 32, S. 3384 (1899). 
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In einer Mischung von 6 cem abs. Alkohol und 4 cem Pyridin 
zeigten 0,1331 g Substanz gleich nach der Lésung im 1 dem- 
Rohr eine Drehung von + 1,10° 

Fiir 0,2 g, wie Neuberg stets anwandte, errechnet sich hieraus 

eine Drehung von + 1,65°. 

Die Drehung ist etwas héher, als nach Neuberg zu er- 
warten, der + 1,5° fiir Maltosazon fand, jedoch sind!) bei 
der Polarisation von Osazonen vielfach wechselnde Werte zu 
beobachten infolge des Bestehens einer Multirotation.”) Das 
Glucosazon, das schon wegen seines viel héheren Stickstoff- 
gehalts von 15,65°/, ausscheidet, zeigt iiberdies in dem Ge- 
misch nach Neuberg eine Drehung von — 1,5°. 

Ks ist somit zweifellos, daB der Chlorkérper vom Schmelz- 
punkt 133° ein Derivat der Maltose ist. 

Die Untersuchung wird fortgesetzt. Sie wurde unterstiitzt 
aus Mitteln, die von der Notgemeinschaft der Deutschen Wissen- 
schaft zur Verfiigung gestellt waren. 





1) Zerner u. Waltuch, Mon.-H. f. Chem. Bd. 34, S. 1645 (1913); 
Levene u. La Forge, Jl. of Biol. Chem. Bd. 20, S. 429 (1915). 

*) Diese Multirotation ist auch bei Maltosazon aus reiner Maltose 
festzustellen. Gleich nach dem Auflésen fanden wir fiir 0,2 g + 1,53°, 
nach 30 Stunden einen Endwert von + 1,33°. 
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Uber Keratin. 
Ill. Mitteilung. 


Von 


A. Heiduschka und E. Komm. 


(Aus dem Laboratorium fiir Lebensmittel- und Gdrungschemie 
der Techn. Hochschule Dresden.) 


(Der Redaktion zugegangen am 24. November 1922.) 


In der ersten und zweiten Mitteilung') haben wir eine 
neue Methode zur Keratinspaltung und die allgemeinen Eigen- 
schaften der dabei resultierenden Produkte beschrieben. In 
der zweiten Arbeit sind dann ferner noch die gefundenen 
Fallungsgrenzen der Keratosen mit Ammoniumsulfat und Zink- 
sulfat bekanntgegeben worden. Die dritte Mitteilung soll nun 
die Ergebnisse unserer Versuche enthalten, die darauf hinaus- 
gehen, aus unseren Keratinabbauprodukten Peptone abzuscheiden. 

Kiihne und seine Mitarbeiter?) unterschieden bei den 
EiweiBhydrolysaten zwei Gruppen abgebauter HiweiBkérper je 
nach ihrem Verhalten zu Ammoniumsulfat. Die durch dieses 
Salz aussalzbaren Stoffe nannten sie Albumosen, die nicht- 
aussalzbaren, noch biuretpositiven Peptone. Zur Darstellung 
dieser Peptone aus peptisch oder tryptisch abgebauten Hiweib- 





1) A. Heiduschka u. E. Komm, Diese Zs. Bd. 121, S. 221 (1922) 
und ebenda Bd. 124, S. 37 (1922). 

2) Kiihne, Verh. d. nat. med. Ver. Heidelberg, N. F. Bd. 3, S. 286 
(1885); K. Chittenden, Zs. Biol. Bd. 19, S. 159 (1883); Bd. 20, 8S. 11 
(1884); Bd. 22, S. 443 (1886); K. Pollitzer, Verh. d. nat. med. Ver. 
Heidelberg, N. F. Bd. 3, 8. 293 (1885); K, Wenz, Zs. Biol. Bd. 22, 8S. 1 


(1886). 
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kérpern entfernten sie zuniichst die Albumosen in saurer, 
neutraler und ammoniakalischer Lisung durch Ammonsulfat 
und fallten dann die Peptone mit Alkohol. Hofmeister und 
seine Schule!) isolierten die Peptone aus den ammonsulfat- 
baw. zinksulfatgesittigten albumosenfreien Loésungen durch 
Fallung mit Jodjodkalium. Die entstandenen_,,Jodpeptone“ 
befreiten sie vom Jod durch Waschen mit absolutem Alkohol. 
Diese Darstellungsmethoden ergaben jedoch keine reinen, ein- 
wandfreien Produkte. Es waren durchweg — wie Siegfried?) 
treffend wenigstens von den Kiihneschen Peptonen sagt, ,,schwer 
definierbare Substanzgemenge, graue Pulver oder braune Massen, 
die viel Asche enthielten, widerlich bitter schmeckten und fiir 
die meisten Zeitgenossen ein noli me tangere waren“. Mit 
ihnen Untersuchungen durchzufiihren und Konstanten zu _ be- 
stimmen war schwer méglich. Kin exaktes Studium der Peptone 
erlaubte erst ihre Reindarstellung, die Siegfried*) mit Hilfe 
der von ihm ausgearbeiteten ,,Kisenmethode* gelang. Diese 
besteht bekanntlich darin, da& man die Peptone in ammon- 
sulfatgesittigter Lésung peptisch oder tryptisch verdauter 
KiweiBkérper durch Ferrisalze ausfallt. Die Kisenniederschlige 
werden zerlegt und nach dem Einengen im Vakuum wird aus 
der so erhaltenen Rohpeptonlésung durch KingieBen in abso- 
luten Alkohol das reine Pepton abgeschieden. Von verschiedenen 
Autoren sind bereits mehrere Peptone in dieser Art aus 
tierischen*) und pflanzlichen®) Hiwei®kérpern dargestellt und 
ihre Konstanten bestimmt worden. 


1) KE. P. Pick, Diese Zs. Bd. 24, S. 246 (1897); F. Umber, ebenda 
Bd. 25, S. 258 (1898); E. Zunz, ebenda Bd. 27, S. 219 (1899). 

*®) M. Siegfried, Uber partielle EiweiBhydrolyse, Berlin 1916. 

3) M. Siegfried, Berichte Bd. 33, S. 2851 (1900); diese Zs. Bd. 27, 
S. 385 (1899); ebenda Bd. 35, 8. 164 (1902); Abderhalden, Biochem. 
Arbeitsmethoden Bd. II, Berlin 1910. 

4) Mihle, Diss. Leipzig 1901; Scheermesser, Diese Zs. Bd. 37, 
S. 3638 u. Bd. 41, S. 68 (1904); Miiller, ebenda Bd. 38, S. 265 (1903); 
M. Siegfried, ebenda Bd. 38, S. 259 (1903); Borkel, ebenda Bd. 38, 
S. 289 (1903); Kriiger, ebenda Bd. 38, 8S. 320 (1903). 

5) W. R. Mack, ebenda Bd. 42, S. 259 (1904); H. Hayashi, Arch. 
f, exper. Pathol. Bd. 52, S. 289 (1905). 
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Wir versuchten nun mit Hilfe dieser Eisenmethode ein 
Keratinpepton zu isolieren aus Rinderhorn’), das partiell hydro- 
lysiert war. Aus einer keratosenfreien, ammonsulfatgesittigten 
Hornlésung?”) gelang es uns auch ein Pepton darzustellen, jedoch 
war die Ausbeute aiuferst gering. Nach der bestehenden An- 
schauung bilden sich die Peptone erst aus den Proteosen. Um 
eine solche Peptonbildung (und damit gréfere Ausbeuten bei 
der Peptondarstellung) zu erreichen, unterwarfen wir das partiell 
vorgespaltene Keratin der peptischen Verdauung und konnten 
dabei tatsiichlich das Anwachsen der Peptonmenge feststellen. 
Nach Beendigung der Verdauung gelang es uns bessere Aus- 
beuten zu erzielen und mit diesen die Priifung der Eigen- 
schaften und Festlegung einiger Konstanten dieses Keratin- 
peptons durchzufiihren. 


Experimenteller Teil. 
I. Peptische Verdauuug des vorgespaltenen Keratins. 


a) Beschreibung der Ausfiihrung der Verdauungs- 
versuche. Als Ausgangsmaterial diente ein unter Druck (wie 
in der ersten Mitteilung beschrieben) partiell abgebautes Keratin. 
Ein Kilogramm der dickfliissigen, dunkelbraunen, homogenen 
Masse wurde in 5 Liter Wasser von etwa 60° gelést. Der 
Lésung setzten wir soviel Salzsiure zu, daB ihr Gehalt daran 
0,4°/, betrug. Nach dem Einsetzen in den Brutschrank und 
Erreichen der richtigen Temperatur (40°) wurde dann 5 g 
Pepsin (D, A. B. 5, ,,@ehe“) hinzugefiigt. Dieser Pepsinzusatz 
von je 5g wurde alle fiinf Tage wiederholt; ebenfalls wurde 
auch die Siuremenge dann erneuert, wenn mit empfindlichem 
Kongopapier keine Blauung mehr erhalten werden konnte. Zur 
Sterilhaltung der Verdauungsfliissigkeit wurde diese mit aus- 
reichenden Mengen Chloroform versetzt. Zum Zwecke der 
guten Durchmischung schiittelten wir sehr hiufig gut um. Es 
wurden drei solcher Verdauungsversuche angesetzt. 

b) Kontrolle des Fortschreitens der Verdauung. 
Um uns iiber das Fortschreiten der Verdauung und der damit 





') siehe I. Mitteilung. 
*) siehe II. Mitteilung 
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verbundenen eventuellen Peptonbildung zu unterrichten, ver- 
fuhren wir in der folgenden Weise. Wir entnahmen der Ver- 
dauungsfliissigkeit sofort nach dem Ansetzen, dann anfinglich 
tiiglich, spiter in gréBeren Abstinden etwa 50 ccm und be- 
freiten diese Proben durch Aussalzen mit Ammoniumsulfat und 
Abfiltrieren bei saurer, neutraler und schwach basischer Reaktion 
von den Keratosefraktionen. Von dem keratosefreien Filtrat 
wurden 45 ccm abpipetiert und auf 100 ccm mit gesittigter 
Ammoniumsulfatlésung aufgefillt. 25 ccm hiervon wurden mit 
einer verdiinnten, ammonsulfatgesittigten Schwefelsiure schwach 
angesiuert und zu diesen dann aus einer Biirette eine Lésung 
hinzugefiigt, die zusammengesetzt war aus 


5,0 ¢g Eisenammoniakalaun, 
200 g Ammoniumsulfat, 
250 g Wasser. 


Es entstand ein Hisenpeptonniederschlag. Um das Ende der 
Fallung festzustellen, fiihrten wir Tiipfelproben in der folgenden 
Art aus: wir entnahmen der zu titrierenden Lisung mit einem 
Glasstab einen Tropfen und brachten diesen auf dickes FlieB- 
papier. Gleichzeitig wurde auf die Riickseite dieses Papiers 
ein Tropfen einer Schwefelcyankaliumlésung (1:100) in der 
Weise gegeben, daB beide ausflieBenden Tropfen sich in ihren 
iuBersten Riindern gerade beriihrten. War nun der geringste 
UberschuB an Kisen in der Titrationsflissigkeit vorhanden, so 
trat an der Beriihrungsstelle die bekannte Eisen-Schwefelcyan- 
kalireaktion ein und zeigte somit das Ende der Peptonfillung 
an. Diese Methode ist zur Erlangung relativer Werte gut 
verwendbar, die — wie in der vorliegenden Untersuchung — 
eine Kontrolle des Fortschreitens der Verdauung ermig- 
lichen. 

Die Peptonbildung wurde in der beschriebenen Weise in 
zwei zugleich angesetzten Verdauungsflissigkeiten gepriift und 
ergab nebenstehende Werte. 

Die Tabelle zeigt, daB die Peptonmenge im Laufe der 
Verdauung um etwa das Doppelte angereichert ist und nach 
etwa 23 Tagen nicht weiter vermehrt wird. 
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verbrauchte ccm Eisenlésung fiir 
Nr. Datum ; 
a | b 
+ eee 7. V. 1922 29cem | 2,5 cem 
2 8. V. 1922 . | Ae 
3 9. V. 1922 42 « 5 ae 
4 10. V. 1922 4,5 ,, 4,0 ,, 
5 15. V. 1922 . oe a 
6 20. V. 1922 oo | i. 
7 26. V. 1922 a x | oe 
8 30. V. 1922 62 _ = 
9 8. VI. 1922 6,5: ,, | 66 ,, 
10 13. VI. 1922 is a; 








II. Isolierung des Keratinpeptons. 


Nach dem Abbrechen der Verdauung filtrierten wir die 
Lésung von dem zuriickgebliebenen Verdaungsriickstande ab 
und neutralisierten das Filtrat mit Ammoniak. Durch Siattigen 
dieses Filtrats mit Ammoniumsulfat in Substanz wurde die 
Hauptmenge der Keratosen, welche sich nach lingerem Stehen 
zum gréften Teil in Klumpenform an der Oberfliiche der 
Fliissigkeit zum anderen, kleineren Teil am GefaiBboden in 
Form eines braunen, zihen Schleimes abschied. Nach dem 
Trennen der Fliissigkeit von den Keratosen durch Abnutschen 
zeigte diese eine schwache hellgelbe Farbe und blieb auf 
Zusatz von ammoniumsulfatgesitigtem Ammoniak (10°/,) klar; 
der Zusatz von ammoniumsulfatgesattigter Schwefelsiure (1 °/,) 
bewirkte eine Abscheidung von weiteren Keratosemengen, die 
sich nach mehrtigigem Stehen am Boden des Glases absetzten 
und abfiltriert wurden. 

Das nun fast vollstindig keratosefreie Filtrat wurde mit 
ammonsulfatgesittigtem Ammoniak bis zur schwach sauren 
Reaktion abgestumpft und in ihm durch Zusatz von fein 
pulverisiertem Eisenammoniakalaun unter kriftigem Rihren 
mit Hilfe eines mechanischen Riihrwerks ein Niederschlag be- 
stehend aus dem KEisenpepton erzeugt. Ks wurde LEisen- 
ammoniakalaun solange eingetragen, bis in einer entnommenen, 
abfiltrierten Probe keine Fallung oder Triibung auf Zusatz 
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dieses Salzes mehr entstand. Als parallel laufende Priifung 
wurde auch die Tiipfelprobe wie sie unter I. b) beschrieben 
ist; vorgenommen. Der Hisenniederschlag fiel in grof8en, rot- 
braunen Flocken aus, die sich verhaltnismiBig schnell am 
Boden gut absetzten. Die iiberstehende Fliissigkeit war orange- 
gelb gefarbt und ganz klar. Der Kisenniederschlag wurde 
abfiltriert, vom Filter abgenommen, in wenig gesittigter 
Ammoniumsulfatlésung verrieben und dann sorgfiltig ab- 
genutscht. Mit gesattigter Ammoniumsulfatlésung wurde so 
lange gewaschen, bis das ablaufende Filtrat chlorfrei war. Der 
Hisenniederschlag war nach dem guten Abnutschen kérnig; er 
entsprach bei den drei behandelten Verdauungslésungen einem 
Kisenammoniakalaunverbrauch von 1. 45 g, 2. 40 g, 3. 43 ¢ 
und wog 1. 100g, 2. 86g, 3. 90g. 

Wie Siegfried?) zeigte, lassen sich die letzten Proteosen- 
reste erst véllig entfernen, wenn der erhaltene Hisenniederschlag 
mit Ammoniak wieder zerlegt wird und das vom Eisenhydroxyd 
befreite Filtrat nochmals mit Ammoniumsulfat bei saurer 
neutraler und basischer Reaktion behandelt wird. Um dieses 
durchzufiihren, verriihrten wir den abgenutschten Hisennieder- 
schlag in wenig ganz schwach ammoniakhaltigem Wasser zu 
einem dicken Brei und trugen diesen unter Riihren mit einem 
Rithrwerk in etwa 11/, Liter Wasser ein, wobei eine feine 
Suspension entstand. Durch Hinzufiigen von gréBeren Mengen 
Ammoniak (etwa 20—30 com NH, 20°/,) zersetzte sich der 
suspendierte Hisenpeptonniederschlag, und es schied sich Eisen- 
hydroxyd aus. Dieses wurde abfiltriert und mit wenig Wasser 
langere Zeit auf dem Wasserbade bei 50° digeriert, dann ab- 
genutscht und gut ausgewaschen. Das mit den Waschwissern 
vereinigte Filtrat wurde in ammoniakalischer, neutraler und 
schwefelsaurer Liésung mit Ammoniumsulfat gesittigt und so 
die letzten Keratosereste ausgesalzen. Nach lingerem Stehen 
schieden diese sich als ganz diinne briunliche Schicht am 
GefiBboden ab und konnten durch Filtration gut von der 
Flissigkeit getrennt werden. Die nun von Keratosen villig 


1) M. Siegfried, a. a. O. 
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befreite Peptonlésung wurde in der gleichen Weise wie vorhin 
mit Kisenammoniakalaunpulver versetzt und so in ihr ein Kisen- 
peptonniederschlag erzeugt. Der Eisenammoniakalaunverbrauch 
dieser zweiten Peptonfillung betrug bei den drei Darstellungen 
1. 43 g, 2. 39g, 3. 40g und die Peptoneisenniederschlige, 
wogen nach gutem Abnutschen und Nachwaschen mit gesiit- 
tigter Ammoniumsulfatlésung 1. 97 g, 2. 80g, 3. 88 g. 

Den Eisenniederschlag riihrten wir wie vorher zu einem 
Brei an, verteilten ihn zu einer feinen Suspension in etwa 
11/, Liter Wasser und zersetzten ihn durch reichlichen Zusatz 
von Ammoniak. Das entstandene Eisenhydroxyd wurde ab- 
gesaugt, im Filtrat das Ammoniumsulfat mit Bariumacetat 
zersetzt und vom gebildeten Bariumsulfat abfiltriert. Das 
iiberschiissige Barium mit Ammoniumcarbonat zerlegt und als 
BaCO, entfernt und die zuriickbleibende Peptonlésung darauf 
im Vakuum bei etwa 25—35° eingedampft. Den Riickstand 
lésten wir in wenig warmem Wasser und versetzten ihn mit 
soviel absolutem Alkohol als sich durch Umrihren der ent- 
stehende weiBe Niederschlag eben noch léste. Nach der Zugabe 
von '/, com Eisessig wurde diese alkoholische Mischung unter 
kraftigem Umriihren in 2 Liter absoluten Alkohol tropfenweise 
eingetragen, und es schied sich dabei das Keratinpepton in 
schénen, weiBen Flocken ab. Nach etwa zweitiigigem Stehen 
hatten sich die Flocken am Boden abgesetzt, und der iiber- 
stehende Alkohol konnte abgehebert werden. Das Pepton 
wurde auf ein Filter gebracht und dann mehrmals mit abso- 
lutem Alkohol und wasserfreiem Ather gewaschen. Zur Trocknung 
wurden die schneeweiBen Peptonpulver der drei Darstellungen 
etwa 14 Tage im Vakuumexsiccator bei 15 mm Druck auf- 
bewabrt. 

Bei den drei Versuchen ergaben sich folgende Ausbeuten: 
Aus je 1 kg des partiell hydrolysierten Keratins gelést in 
5 Liter Wasser nach 34 tagelanger peptischer Verdauung bei 
39° Brutschranktemperatur wurden isoliert 

1. 2,1 g Pepton 
2.1,45¢ _ =, 
3. 1,62g i, 
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Die Ausbeuten sind im Vergleich zu den Peptonausbeuten 
bei anderen EKiweiBkérpern sehr gering. Abgesehen davon, 
daB die Darstellungsmethode keine quantitative ist, laBt sich 
eine Erklarung dafiir vielleicht in der grofen Resistenz des 
Keratins gegen die proteolytischen Fermente suchen. 


III. Eigenschaften und Konstanten des Keratinpeptons. 


a) Die Léslichkeitsverhaltnisse und die Reaktionen 
des Peptons. Das Pepton stellte ein schneeweiBes Pulver 
dar, welches einen siiuerlichen Geschmack aufweist. Es lést 
sich leicht in jedem Verhiltnis in Wasser und die Lésung ist 
je nach der Konzentration farblos bis schwach gelblich gefirbt. 
In gesittigter Ammonsulfatlésung ist es ebenfalls so leicht 
léslich, und diese Lisung bleibt sowohl auf Schwefelsiure- als 
auch Ammoniakzusatz vollig klar. Ein Beweis dafiir, daB die 
erhaltenen Peptone als voéllig keratosefrei anzusprechen sind. 
In absolutem Alkohol ist das Pepton in auBerst geringen Mengen 
léslich in wasserfreiem Ather, Benzol, Nitrobenzol, Anilin ganz 
unléslich. 


In wiBriger Lésung rétet es blaues Lackmuspapier. Gegen- 
iiber den allgemein gebriuchlichen EiweiBfarben- bzw. Fallungs- 
reaktionen zeigt das Pepton folgendes Verhalten: 


1. Biuretprobe: Positiv. 

2. Molischsche Reaktion: Ganz schwach positiv. 

3. Adamkiewiczsche Reaktion: Negativ. 

4, Millonsche Reaktion: Schwach positiv. 

5. Ferrocyankalium und Essigsiure: Negativ. 

6. Pikrinsiure: Schwache Triibung, in der Hitze klar. 
7. Xanthoprotein Reaktion: Schwach positiv. 

8. Phosphorwolframsiure: Fiallung. 

9. Quecksilberchloridlésung: Weibe Triibung. 

10. Trichloressigsiure: Negativ. 

11. Verdiinnte Mineralsiuren (HCl, H,SO,, HNO,): Negativ. 
12. Kupfersulfatlésung: Negativ. 

13. Schwefelprobe: Negativ. 
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b) Die Zusammensetzung des Peptons. Alle drei 
dargestellten Peptone wurden auf ihre elementare Zusammen- 
setzung hin untersucht. Um die Einheitlichkeit zu priifen, 
faillten wir auBerdem jedes Praparat einmal um und analy- 
sierten auch diese umgefillte Substanz. Wir muBten uns 
leider wegen Mangel an Substanz auf je eine Umfallung be- 
schranken. Die Trocknung der einzelnen Priparate zur Ele- 
mentaranalyse war duBerst langwierig. Sie wurde in einem 
Trockenschrank bei 70° durchgefiihrt. Ein héheres Erhitzen 
zog eine Veranderung der Substanz nach sich. Die Gewichts- 
konstanz stellte sich erst bei allen Praparaten nach etwa drei- 
wochentlicher Trocknung ein. 

Die Elementaranalysen wurden in Form der sogenannten 
Halbmikroanalysen ausgefiihrt. Der Stickstoffgehalt wurde 
ebenfalls als Halbmikroanalyse nach Dumas bestimmt. Die 
Priparate erwiesen sich dabei als schwach aschehaltig. Die 
gefundenen C-, H- und N-Werte sind folgende: 


Peptonpriparat des ersten Verdauungsversuches. 


1. Nicht umgefallt. 


(Es enthielt 1,38°/, Asche, eine minimale Menge Schwefel und war 
ganz keratosefrei.) 

a) 20,685 mg Substanz gaben 36,360 mg CO, und 13,300 mg H,0O. 

b) 6,785 mg i * 1,03 eem N bei 711 mm und 18°, 


Das ist auf aschefreie Substanz berechnet: 
C = 48,269, H = 7,29%/,, N = 16,89%,. 


2. Einmal umgefiallt. 
(Asche: 0,43°/,.) 
a) 21,510 mg Substanz gaben 37,220 mg CO, und 13,785 mg H,0O. 
b) 7,000 mg ie ™ 0,96 cem N bei 712 mm und 16°. 
Das ist auf aschefreie Substanz berechnet: 
C = 47,40%,, H = 7,20%,, N = 15,27%,. 


Peptonpraparat des zweiten Verdauungsversuches. 


1. Nicht umgefallt. 


(Es enthielt 1,51°/, Asche, eine minimale Menge Schwefel und war 
vollig keratosefrei.) 
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a) 20,140 mg Substanz gaben 35,730 mg CO, und 12,720 mg H,0. 
b) 6,270 mg ‘ - 0,815 cem N bei 712 mm und 17°. 
Das ist auf aschefreie Substanz berechnet: 
C = 49,139, H = 17,17°/,, N = 14,58%. 
2. Einmal umgefillt. 
(Asche = 0,431°/,.) 
a) 20,880 mg Substanz gaben 35,650 mg CO, und 13,590 mg H,0O. 
b) 6,240 mg ss 0,91 eem N bei 712 mm und 17°. 
Das ist auf aschefreie Substanz berechnet: 
C = 46,78°/,, H = 7,31%, N = 16,15°%,. 


Peptonpraparat des dritten Verdauungsversuches. 


1. Nicht umgefallt. 
(Es enthielt 3,06°/, Asche, eine sehr geringe Menge Schwefel und 


war vollstiindig keratosefrei.) 


a) 20,220 mg Substanz gaben 33,105 mg CO, und 18,365 mg H,0O. 
b) 6,875 mg - - 0,86 ccm N bei 713 mm und 19°. 


Das ist auf aschefreie Substanz berechnet: 
C = 46,90°/,, H = 7,63°/,, N = 15,27°),. 
2. Einmal umgefillt. 
(Asche = 0,057°/,.) 
a) 20,915 mg Substanz gaben 36,510 mg CO, und 13,125 mg H,0. 
b) 6,915 mg ¥ * 0,96 eem N bei 712 mm und 17° 


Das ist auf aschefreie Substanz berechnet: 
C = 47,65°/,, H = 7,03°/,, N = 15,32°/,. 


Ubersicht iiber die Analysenwerte. 





AMQ 














1. Verdauung 2. Verdauung 3. Verdauung ‘oS 
| Sh 
Nicht | Einmal | Nicht | Einmal | Nicht | Einmal |E 2s 
umgefallt | umgefallt | umgefallt | umgefillt peak ak = 
» a ee ae a | ee ee 
5 eure | | 
48,26 | 47,46 49,13 | 46,78 46,90 | 47,66 | 48,1 
7,29 | 17,20 7,17 | 7,31 7.63 | 1,03 7,29 
16,89 | 15,27 14,58 | 16,15 15,27 15,32 | 15,3 








Aus den Mittelwerten der gefundenen Zahlen berechnet 





sich fir das Keratinpepton als einfachste Formel: 


C,, HN,0,. 
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c) Bariumsalze des Peptons. Nach Siegfried!) iiber- 
wiegen bei den mit der Eisenmethode dargestellten Peptonen 
die Carboxylgruppen iiber die Aminogruppen. Die Peptone 
sind daher schwache Siiuren, und es lassen sich aus ihnen 
Salze darstellen, in denen nur die H-Atome der iiberwiegenden 
Carboxylgruppen durch Metalle substituiert sind. Man benutzt 
Zn- und Ba-Salze zur Identifizierung der Peptone. Wir 
konnten aus Substanzmangel leider nur Ba-Salze von dem 
Praparat der ersten Verdauung (nicht umgefillt und einmal 
umgefallt) herstellen. Die Darstellung erfolgte in der iiblichen 
Art. Das wie zur Elementaranalyse bis zur Gewichtskonstanz 
getrocknete Pepton wurde in wenig Wasser gelést und Baryt- 
wasser in geringem UberschuB hinzugefiigt; in das Gemisch 
Kohlensaure solange eingeleitet, bis Lackmuspapier nicht mehr 
sofort stark gebliut wurde. Dann kochten wir auf, filtrierten, 
dampften im (Quarztiegel ein und trockneten das zuriick- 
gebliebene Peptonbariumsalz bei 70° bis zur Gewichtskonstanz. 


In dem getrockneten Salz erhielten wir folgende Ba-Werte: - 


Ba-Salz des Peptonpriparats der 1. Verdauung. 


1. Aus dem nicht umgefiallten: 

0,0590 g Ba-Salz gaben 0,0195 g BaSQ,. 

Ba = 19,45°/,. 
2. Aus dem einmal umgefillten: 

0,0537 g Ba-Salz gaben 0,0184 ¢g BaSQ,. 

Ba = 19,70°/,. 

Aus der Forme! (C,,N,0,H,,),Ba berechnet sich ein Gehalt 
an Ba = 20,1°/,. Die gefundenen Werte weichen also un- 
wesentlich ab. 

d) Die spezifische Drehung des Peptons. Alle bisher 
isolierten und bekannten Peptone drehen die Ebene des polari- 
sierten Lichtes nach links, sind also optisch aktiv. Diese 
Fihigkeit besitzt auch das Keratinpepton, und wir haben die 
spezifische Drehung der nicht umgefallten und auch einmal 
umgefillten Priparate bestimmt. Wir benutzten dazu die wie 
zur Elementaranalyse getrockneten Peptone und lésten etwa 





1) M. Siegfried, a. a. O. 
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0,2 g derselben in gut ausgekochtem Wasser auf. Die Polari- 
sation geschah in einem Halbschattenapparat der Firma 
Schmidt & Haensch, welcher eine genaue Hinstellung und Ab- 
lesung auf 0,01° gestattete. Die Bezeichnung c¢ gibt die Kon- 
zentration der Lisung an, ¢ die T'emperatur, J die Linge des 
Rohres in Dezimetern und a@ die gefundenen Grade des 
Drehungswinkels. Die Ablesungen wurden mehrmals vor- 
genommen und die abgelesenen Werte, aus denen sich «75,° 
berechnet sind folgende: 


Peptonpriparat der 1. Verdauung. 
1. Nicht umgefallt. 


e =1,1310 
abr | daraus a?,))° = — 15,92°. 
a =— 0,18° 

2. Einmal umgefallt. 
¢ = 1,3585 
: be na daraus a7)? =— 15,45 “! 
a =— 0,21° 


Peptonpraparat der 2. Verdauung. 
1. Nicht umgefallt. 


e = 1,2710 
t = 20° | at actin : 
pee , daraus apy = — 15,73°. 
a =— 0,20° 

2. Einmal umgefillt: 
ce = 1,0255 
t = 20° | 
ho daraus af)? =— 15,60°. 
a =— 0,16° 


Peptonpraparat der 3. Verdauung. 
Nicht umgefiallt. 


e = 0,5840 
¢ == 20° 
(om daraus aes)” =— 15,42°. 


a = 0,09° 
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Ubersicht tiber die gefundenen Werte fiir a 2° 9, 








1. Verdauung 2. Verdauung 3. Verdauung 


Nicht | Einmal | Nicht | Einmal | Nicht | Einmal 
umgefallt | umgefallt | umgefallt | umgefillt | umgefallt | umgefillt 








seteeetn Pica. i, aaa 


—15,92 | 15,45 | ~15,73 | 15,60 | 15,42 ee 


Zum SchluB bemerken wir, daB wir mit den Pepton- 
praparaten Molekulargewichtsbestimmungen nach der Gefrier- 
punktsmethode ausgefiihrt haben. Die ermittelten Werte waren 
der berechneten Formel nach zu niedrig. Eine gleiche Be- 
obachtung’) wurde mehrfach an Peptonen gemacht. Diese 
hochmolekularen Stoffe diirften mit den bisherigen Bestimmungs- 
methoden stets Werte ergeben, die der tatsichlichen Grobe 
des Molekiils nicht entsprechen. 


Spaltungsversuche konnten wegen der geringen Substanz- 
menge nicht ausgefihrt werden. 


Dresden, am 14. November 1922. 





1) Vel. Scheermesser, a. a. O. 








Uber Pankreas-Amylase. 


Von 
Richard Willsttitter, Ernst Waldschmidt-Leitz und Albert BR. F. Hesse. 


Dritte Abhandlung tiber Pankreasenzyme. 
Mit 1 Figur im Text. 


(Mitteilung aus dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie 
der Wissenschaften in Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 27. November 1922.) 


Die II. Abhandlung dieser Reihe hat die Trennung der 
Lipase von den neben ihr in der Pankreasdriise gebildeten 
proteolytischen und diastatischen Enzymen behandelt und einen 
Ausblick eréffnet auf die weitere Anwendung der Adsorptions- 
methode zur Isolierung der Amylase. Im folgenden versuchen 
wir nun fiir die Untersuchung der Pankreas-Amylase zunachst 
die analytischen Vorbedingungen zu vervollstindigen. Unsere 
Versuche iiber die Abhingigkeit der enzymatischen Wirkung von 
der Wasserstoffzahl sowie vom Elektrolytzusatz und iiber ihre 
Kinetik lehren die Reaktionsbedingungen genauer kennen, unter 
welchen die Amylase unabhaingig von ihrem Reinheitsgrad be- 
stimmt werden kann. Die Bestimmung kniipft an die Definition 
der enzymatischen Wirksamkeit von Malz-Amylase an, die vor 
kurzem H.v. Euler und O. Svanberg!) gegeben haben, und 
unser MaB fiir die Wirkung der Pankreas-Amylase, die Amylase- 
Kinheit, steht in einer sehr nahen Beziehung zur Verzuckerungs- 
fahigkeit (Sf) nach Euler und Svanberg. 

Die Pankreas-Amylase ist vom Trypsin durch Adsorption 
des letzteren mit Kaolin vollstaindig befreit und dann durch 
ihre eigene Adsorption aus 50°/,igem Alkohol mit Tonerde 





') Diese Zs. Bd. 112, S. 193 (1920/21). 
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auf viel héheren Reinheitsgrad gebracht worden. Das Adsorp- 
tionsverhalten des Enzyms wird von den Begleitstoffen in 
hohem Ma8e beeinflu8t; je reiner die Amylase wird, desto 
schwerer ist sie adsorbierbar. 


I. Uber die Wirkung der Amylase. 


1. Messung der Starkehydrolyse. 


Manche Bestimmungsweisen griinden sich auf die fort- 
schreitende Anderung des Dispersitiitsgrades der Stiirke bei 
ihrem enzymatischen Abbau (A. Pollak’), J. Wolff und 
A. Fernbach?’)), andere wie die J. Wohlgemuthsche?®) mit 
ihren Varianten‘) auf Ermittlung eines bestimmten Abbau- 
zustandes. Diese Verfahren sind nur Schitzungen; besonders 
das viel angewandte Wohlgemuthsche fiihrt zu Widerspriichen 
mit den zuverlissigen Bestimmungsmethoden. Diese beruhen 
auf der Reduktionswirkung der abgebauten Starke. 

Fiir diejenigen Amylasen, die gemischt mit Maltase auf- 
treten, wie die Malzamylase, kénnte eine Bestimmungsweise 
den Vorzug verdienen, welche die ersten Abbauphasen erfaBt, 
weil sich bei der Messung des entstehenden Zuckers die mal- 
tatische Wirkung zu der diastatischen hinzugesellt. Es er- 
scheint uns daher nicht als unbedenklich, Malzamylase, wie 
es in den wichtigen neuesten Untersuchungen geschieht, nach 
dem Reduktionsvermégen des gebildeten Zuckers zu bestimmen. 
Dagegen wird bei einer maltasefreien Amylase wie bei den im 
folgenden untersuchten Pankreasausziigen die Messung des 
Reduktionsvermégens zu der genauesten Bestimmung der 
enzymatischen Wirkung fithren. 

In zweiter Linie ist die Wahl des analytischen Verfahrens 





1) Wehschr. f. Brauerei Bd. 20, S. 595 (1908). 

*) C. R. Bd. 140, S. 1403 (1905). 

5) Biochem Zs. Bd. 9, S. 1 (1910). 

‘) Zum Beispiel W. A. Johnson, Journ. Am. Chem. Soc. Bad. 30, 
S. 798 (1908); H.C. Sherman, E.C. Kendall u. E.D. Clark, Journ. 
Am. Chem. Soc, Bd. 32, S. 1073 (1910); H. C. Sherman u. A. W. 
Thomas, Journ. Am, Chem. Soc. Bd. 37, S. €23 (1915); J. Effront, 
C. r. soc, de biologie, Bd. 86, S. 269 (1922). 
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zur Zuckerbestimmung von Bedeutung. Da nicht ein einziger 
Zucker auftritt, sondern verschiedene Polyosen mit reduzierend 
wirkenden Gruppen, schien es uns nicht ganz einwandfrei, 
nach H.v. Kuler und O. Svanberg!) und nach H. Liiers 
und W. Wasmund?) fiir die Zuckerbestimmung eine Oxyda- 
tionsmethode von unstéchiometrischem und fiir die einzelnen 
Zucker etwas ungleichem Verlauf anzuwenden; nach der 
Kupfermethode ist die Reduktionswirkung den reduzierenden 
Gruppen nicht streng proportional. Aus diesem Grunde ziehen 
wir als eine Zuckeranalyse von streng stéchiometrischem Ver- 
lauf die Bestimmung der Aldehydzucker mit Hypojodit nach 
Kk. Willstaitter und G. Schudel*) vor, die iiberdies den 
Vorteil groBer Genauigkeit und rascher Ausfiihrbarkeit bietet. 


Bestimmung von Maltose (kiiufl. Praiparat, Maltose pur. von E. Merck) 
mit Hypojodit. 


C,,H..0,,-H,O n/10-Jodlésung verbraucht berechnet 
"20,2; 20,2 mg 1,11; 1,05 ecm 1,12 
40,4; 40,4; 40,4 me 2,14; 2,11; 2,16 cem 2,24 


Die Bestimmung mit Hypojodit und mit Fehlingscher 
Lésung (berechnet nach der Tabelle von Bertrand fiir Maltose) 
gaben in einem untersuchten Beispiel iibereinstimmende Werte; 
die Berechnung der Kupferreduktion auf Maltose verursachte 
also in diesem Falle keinen Fehler. 


Vergleich. 0,0032 cem (lycerinauszug lieben wir auf 25 ccm 
1° ,ige Starkelésung bei 37° und P,, 6,8 unter Aktivierung mit 1 cem 
0,2 n-NaCl einwirken 1) 30 Minuten, 2) 40 Minuten lang, und bestimmten 
das Reduktionsvermégen a) mit Hypojodit und b) mit Fehling scher 
Lésung. 


) Diese Zs. Bd. 112, S. 193 (1920/21). 

*) Fermentforschung Bd. 5, S. 169 (1921/22). 

3) Chem. Ber. Bd. 51, S. 780 (1918). Die Anwendbarkeit fiir ver- 
schiedene Aldehydzucker wurde bestitigt von J. L. Baker u. H. F. E, 
Hulton, Biochemical Journ. Bd. 14, 8S. 754 (1920), sowie von R. Will- 
statter und G. Oppenheimer, Diese Zs. Bd. 118, S. 168 und zwar 
S.170 (1921). Baker u. Hulton haben auch die diastatische Wirkung 
des Malzes mit der Hypojoditmethode gemessen, Analyst Bd. 46, S. 90 
(1921). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXVI. 10 
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1. a) gefunden 4,86 cem 0,1 n-Jodlésung entspr. 83,4 mg Maltose 
b) . 91,9 mg Cu entspr. 84,4 mg Maltose 
a) - 5,48 ecm 0,1 n-Jodlésung entspr. 93,2 mg Maltose 
b) »  102,0 mg Cu entspr. 93,8 mg Maltose. 

Bei der Anwendung der Hypojoditmethode darf nicht 
auBer acht gelassen werden, daB Hypojodit auch verbraucht 
wird 1. schon von der Stirke in Betragen, die nach Herkunft 
und Alter derselben wechseln, 2. von den Proteinen und 
Aminosiuren in der rohen Enzymlésung (sei es aus der 
tierischen Driise oder den gekeimten Samen), 3. von Glycerin 
oder anderen Alkoholen, gegebenenfalls auch dem 'Thymol der 
Enzymlésung, 4. von Ammoniumsalzen, die in Elutionen ent- 
halten sind. Fiir die einzelnen Amylasebestimmungen sind 
daher Kontrollanalysen nétig, in denen die Summe der von 
der Stiirke, dem Lésungsmittel und den Stickstoffverbindungen 
verbrauchten Jodmengen ermittelt werden. Der Jodverbrauch im 
Blindversuch belief sich gewohnlich auf 0,5—0,6 ccm 0,1 n-Lé- 
sung, d.i. in den iiblichen Proben etwa ein Drittel’) der von 
der gebildeten Maltose verbrauchten Jodlésung; fiir die Bestim- 
mung des Leerverbrauches sei ein typisches Beispiel angefiihrt. 


bo 


25 ecm 1°/,ige Stirkelésune wurden mit 2 ccm n-Salzsiiure, mit 
10 eem 0,2 n-Phosphatpuffer von Py 6,8 und 0,8 cem einer Lésung von 
i,0 cem Glycerinauszug in 250 cem Wasser (entspr. 0,0032 eem Glycerin- 
auszug) vermischt. Darauf fiigte man 10,01 cem 0,1 n-Jodlésung und 45 ecm 
0.1 n-NaOH hinzu und siiuerte nach 15 Minuten langem Stehen mit 4 cem 
20 °/,iger Schwefelsiure an. Zum Zuriicktitrieren mit 0,1 n-Thiosulfatlésung 
wurden verbraucht 9,41 cem; der Jodverbrauch betrug also 0,60 cem. 

Von diesem Leerverbrauch entfiel der gréBte Teil allein auf die 
angewandte Stirke. Eine zu gleicher Zeit ausgefiihrte Bestimmung nur 
mit 25 cem der 1°%/j,igen Stirkelésung ergab einen Verbrauch von 
0,52 cem n/10-Jodlésune. 


2. Aktivierung und Hemmung der Amylase. 
KinfluB von Elektrolyten. 


Um die Amylase in der Pankreasdriise, ihren Ausziigen 
und in den Priparaten von steigendem Reinheitsgrad ver- 





') Bei Anwendung einer geeigneteren Sorte der Stirke wird sich 
der Jodverbrauch im Blindversuch erheblich herabsetzen lassen. 
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gleichend zu bestimmen, ist es ndtig, den KinfluB der zufallg 
vorkommenden und der im Gang der Isolierung hinzutretenden 
Salze zu beriicksichtigen und zu iiberwinden. 

Seit den Beobachtungen von O. Nasse?) iiber den 
fordernden Hinflu8 von Salzen auf die diastatische Wirkung 
des Speichels ist diese Abhingigkeit von Elektrolyten viel 
seprift worden. Nach J.Wohlgemuth?) ist dafiir in erster 
Linie das betreffende Anion verantwortlich. DaB der Pankreas- 
satt und kiinstliche Pankreasausziige ihre diastatische Wirk- 
samkeit bei der Dialyse einbiiBen und auf Salzzusatz wieder- 
gewinnen, haben H. Bierry und J. Giaja*) beobachtet. Dann 
zog H. Bierry*) in einer spiteren Arbeit die Malzamylase 
zum Vergleich heran und erkannte in der Abhingigkeit von 
der Salzgegenwart einen wesentlichen Unterschied zwischen 
tierischer und pflanzlicher Amylase. Malzamylase wird nimlich 
durch Salze nicht aktiviert.®) 

Die Pankreasamylase wird, wie nach L. Michaelis und 
H. Pechstein®) die Speichelamylase, am bedeutendsten von 
Chlorion beeinfluBt, nimlich aktiviert. Dies gilt fiir optimale 
Aciditiit (p, = 6,8) und in viel héherem Mafe fiir schwach 
alkalisches Medium. Durch Gegenwart von Chlorion kommen 
Héchstwerte zustande, die sich durch gleichzeitige Anwesenheit 
anderer Ionen, z. B. von Acetation, nicht mehr steigern lassen. 
Allerdings ist zu beriicksichtigen, daB in diesen Versuchen 
auBer Chlorion auch Phosphatpuffer zugegen ist, so daB sich 
die Phosphationen, die nach E. C. Kendall und H. C. Sherman”) 


1) Pfliigers Arch. Bd. 9, S. 138 (1875). 

*) Biochem. Zs. Bd. 9, 8. 10 (1908). 

*) C. R. Bd. 148, S. 300 (1906); siehe auch L. Preti, Biochem. Zs. 
Bd. 4, 8. 1 (1907); Slosse u. H. Limbosch, Arch. intern. Physiol. Bd. 6, 
S. 365 (1908); E.C. Kendall u. H.C.Sherman, Journ. Am. Chem. 
Soe. Bd. 32, S. 1087 (1910), 

4) Biochem Zs. Bd. 40, S. 357 (1912). 

*) Vgl. auch H.y. Euler u. O. Svanberg, Diese Zs. Bd. 112, 
S. 1983 (1920/21) und die eingehende Untersuchung von A. Hahn u, 
K. Harpuder, Zs. Biol. Bd. 71, 8. 302 (1920). 

5) Biochem Zs. Bd. 59, 8S. 77 (1914). 
7) Journ. Am. Chem, Soc. Bd. 32, 8. 1087 (1910). 
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ebenfalls aktivieren, schon neben den Chlorionen geltend 
machen. 

Es ist indes sowohl von diesen Forschern wie auch in 
einer nach AbschluB unserer Arbeit erschienenen Untersuchung 
von ©. Bohne!) nicht streng zwischen dem HinfluB der Phos- 
phationen und der sich zugleich geltend machenden Ver- 
schiebung der Wasserstofizahl unterschieden worden. Unsere 
Erfahrungen machen es unwahrscheinlich, daB dem Phosphation 
eine besondere aktivierende Wirkung zukommt; stellt man 
nimlich dieselbe Wasserstoffzahl einmal mit Phosphat- und 
das andere Mal mit Acetatgemisch ein, so erhilt man gleich 
groBe Amylasewirkungen.’) 

0,0032 ccm eines Glycerinauszuges lieben wir 10 Minuten 
lang bei 37° auf 25 ccm 1°/,ige Stiirke einwirken unter Zu- 
gabe von a) 10 ccm 0,1 n-Acetatpuffer von p,, = 6,0 (9,5 ccm 
0,1 n-Natriumacetat + 0,5 ccm 0,1 n-Essigsiiure) und b) 10 ccm 
0,2 n-Phosphatpuffer von derselben Wasserstoffzahl (8,8 ccm 
0,2 n-KH,PO, + 1,2 ccm 0,2 n-Na,HPO,). Der gemessene Um- 
satz betrug dann a) 12,7; 12,3; 11,8, b) 11,8; 11,8; 12,5 mg 
Maltose. 

Nach den in der abelle 1 zusammengestellten Versuchen 
ist fiir die Aktivierung durch Chlorion ein Konzentrations- 
bereich von 0,003—0,03-Normalitit optimal. Da unter diesen 
Umstiinden andere Anionen keine erheblichen Ausschlige ver- 
ursachen, so finden wir einen Zusatz von 1 cem 0,2 n-NaCl in 
der Bestimmungsprobe von 36 ccm, also 0,03°/, Natl- 
Konzentration, hinreichend fiir den Zweck der ausgleichenden 
Aktivierung. Die Befunde anderer Forscher weichen davon 
ein wenig ab (nach H. Bierry NaCl-Gehalt von 0,05, nach 
J. Wohlgemuth fiir Speichelamylase 0,5°/, optimal), gewib 
weil ohne bestimmtes p,, und ohne Phosphatpuffer gearbeitet 
wurde. 


‘) Fermentforschung Bd. 6, 5. 200 (1922). 

*) Vergleiche indessen die damit nicht iibereinstimmenden Befunde 
von A. Hahn u. R. Michalik, Zs. Biol. Bd. 73, S. 10 (1920), wonach 
das Optimum der Wasserstoffzahl bei Anwendung von Phosphatpuffer 
bei p,, 7,1, von Acetatpuffer bei P,; 95 liegt. 
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Tabelle 1. 


Aktivierung der Amylase durch Elektrolyte. 
(0,0032 cem Glycerinauszug, 25 cem 1°/,ige Stiirke, 10 ccm 0,2 n-Phosphat- 
puffer, 37°, 10 Minuten; die Angaben bedeuten mg Maltose.) 
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Zusatz von je | ccm P,, = 5,4 Py = 6,0 P,, = 6,8 P, = 7,5 Py = 8,0 
1.) Wee. nse we 4.5 11,8; 12,5] 18,8; 18,0} 9,8; 10,2] 4,3; 3,1 
.{n/20-NaCl. . . . 5,66 | 16,0 33,6 19,7 12,9 
iL |n/10-NaCl. . 2. . 8,06 | 17,1 39,2 25,2 18,5 
IV. 0/5-NaCl. .... 9,48 |24,7; 23,5] 39,0; 39,1] 31,6; 32,7] 25,6; 27,9 f 
V.[n-NaCl. . . . . .| 9,09 |18,0 40,2 81,4 29,7 
VLi2@n-NeCl..... 8,06 118.2 34,4 32,1 31,4; 31,8 t 
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i : Amylasewirkung bei NaCl-zusatz und verschiedenem p... 
3 
t KinfluB von gallensaurem Salz. al 
:, ° ° ° ae 
Der Kinfiu8 von gallensaurem Salz auf die Wirkung von we 
Amylasen ist umstritten. Nach J. Wohlgemuth?) werden 
pfianzliche und tierische Amylasen yon Galle bei geringer 
: Konzentration aktiviert, bei héherer gehemmt. Wahrend 
i ~ — — 
or 


*) Biochem. Zs. Bd. 21, S. 447 (1909). 
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G. Buglia’) die Aktivierung mit glykocholsaurem Natriun: 
bestiatigt, soll dieses Salz nach D. Minami?) in geringer Menge 
indifferent sein, in gréBerer hemmen. Die Untersuchungen 
sind methodisch nicht geniigend genau. 

Nach den in der Tabelle 2 verzeichneten Versuchen wird 
die Pankreasamylase in optimalem Medium, niimlich ganz 
schwach saurem, von gallensaurem Salz stark gehemmt, sogar 
bei Gegenwart von Natriumchlorid. Bei schwach alkalischer 
Reaktion, also unter den natiirlichen Wirkungsverhiltnissen 
des pankreatischen Enzyms im Darm, erfolet bei gleichzeitiger 


Anwesenheit von Natriumchlorid eine geringe Aktivierung 
durch Glykocholat. 


Tabelle 2. 
EinfluS von gallensaurem Salz. 
Angewandt 0,0032 ecem Glycerinauszug, 0,25 g Stirke, Phosphatpuffer: 
37°, 10 Minuten, Angaben in mg Maltose.) 














Zusatz P, = 6,8 P, = 8,0 
Ck. ee 18,8 8,1 
A) rr 10,3 4,8 
1 eem 0,2 n-NaCl oe 39,0 25,6 
1 ecem 0,2 n-NaCl + 10 mg glyk. Na. 29,0 31,38 


3. Abhangigkeit von der Wasserstoffzahl. 


Fiir Speichelamylase fanden W. E. Ringer und H. van 
Trigt*®) das Optimum etwas abhingig von der Natur des an- 
gewandten Puffers. Nach L. Michaelis und H. Pechstein* 
liegt das Wirkungsoptimum bei p,, 6,1—6,2 (Acetat- und Phos- 
phatpuffer), bei gleichzeitiger Aktivierung durch Chlorion bei 6,7, 
durch Nitrat bei 6,9. Dieser Befund diirfte nicht mit der 
Annahme verschiedener Amylasearten zu deuten sein. Wie 
bei pankreatischer Lipase werden die Aktivatoren bei ver- 
schiedener Reaktion des Mediums ungleich wirken, und ihr 


1) Biochem. Zs. Bd. 25, S. 239 (1910). 
*) Ebenda Bd. 39, S. 339 (1912). 

5) Diese Zs. Bd. 82, S. 484 (1912). 

4) Biochem. Zs. Bd. 59, S. 77 (1914). 
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Kinflu8 wird den der Wasserstoffionenkonzentration iiberdecken. 
Die Versuche der voranstehenden Tabelle 1 haben dies fiir 
den Zusatz von Natriumchlorid bestitigt. Ahnlich haben auch 
A. Hahn und K. Harpuder!) ,,die Verschiebung des Optimums 
durch Salze als eine Folge der kombinierten Salz-Pufferakti- 
vierung“ verstanden. 

Fir die Pankreas-Amylase liegen genaue Bestimmungen 
des Wirkungsoptimums von H. C. Sherman, A. W. Thomas 
und M. W. Baldwin?*) vor. Die Messungen, die stets unter 
Zusatz von Natriumchlorid mit Phosphatpuffer ausgefiihrt 
wurden, ergaben optimale Aciditéit zwischen p,, 6,7 und 7,0. 

Ohne den Zusatz von Natriumchlorid finden wir die nim- 
liche Reaktion von p,, 6,8 optimal, wie die Kurve I der bei- 
gefiigten Figur, sowie die folgenden aus der Tabelle 1 ent- 
nommenen Zahlen zeigen. 

Amylase bei wechselndem Po (Phosphatpufter) ohne Chlorid. 
(0,0032 cem Glycerinauszug, 25 cem 1°/, ige Stiirke, 10 cem 0,2 n-Phos- 
phatpuffer, 1 cem Wasser, 37°, 10 Minuten, Angaben in mg Maltose.) 

Pp, = 5,4 6,0 6,8 7,5 8,0 

4.5 11,8; 12,5 18,8; 18,0 9,8; 10,2 4,3; 3,1 


Auch bei Gegenwart der fiir gréBte Aktivierung gewahlten 


Menge Natriumchlorid, einer zweimal geringeren als in der Arbeit 


von Sherman, Thomas und Baldwin, erscheint gem&B der 
Tabelle 3 in Ubereinstimmung mit diesen Forschern der Wasser- 
stoffexponent 6,8 optimal. Unter diesen Bedingungen ist die 
Abhiangigkeit der Wirkung vom p,,, verglichen mit den An- 
gaben der amerikanischen Forscher, starker ausgepragt*), die 
Kurven der beigefiigten Figur zeigen im alkalischen Gebiete 





1) Zs. Biol. Bd. 71, S. 287 (1920). 

2) Jl. Am. chem. Soc. Bd, 41, S. 231 (1918/19). Davon abweichend 
ist der Befund von J. Temminck Groll, Nederl. Tijdschr. Geneesk. 
Bd. 65, II, S. 2541 (1921); Chem. Zbl. Bd. 1, S. 210 (1922), wonach die 
Pankreasamylase zwischen p,, 4,6 und 6,8 gleichbleibende Wirkung hat. 
Diese Arbeit ist aber noch mit der Bestimmungsmethode von Wohl- 
gemuth durchgefiihrt. 

’) Ahnliche Beobachtungen iiber die Abschwiichung der Abhiingig- 
keit vom Pz bei Salzzusatz finden wir in der kiirzlich erschienenen Ab- 
handlung von C. Béhne, Fermentforschung Bd. 6, S. 200 und zwar 
S. 221 (1922). 







































152 R. Willstitter, E Waldschmidt-Leitz und A, R. F. Hesse, 


infolge der geringeren Chlornatrium-Konzentration einen weniger 
steilen Verlauf. 
Tabelle 3. 


Amylase bei wechselndem p,, (Phosphatpuffer) unter Chloridzusatz.') 
(0,0016 cem Glycerinauszug, 25 cem 1°/,ige Starke, 10 cem 0,2 n-Phos- 
phatpuffer, 1 ccm 0,2 n-NaCl, 37°, 60 Minuten, Angaben in mg Maltose..) 


Pp= 54 60 65 68 70 72 7,5 8,0 
323 40.9 59,3 73,4 69,5 64,2 59,2 39.6 


4, Kinetik der Amylasewirkung. 


Die viel untersuchte Kinetik der diastatischen Stirke- 
hydrolyse ist am besten beleuchtet in den mit Malzenzym aus- 
gefiihrten neuen Arbeiten von H.v. Euler undO.Svanberg?) sowie 
von H. Liiers und W. Wasmund.*) Wie es aus der Girungs- 
praxis lange bekannt ist, zeigt sich auch in diesen Untersuchungen 
und wird im folgenden mit dem Pankreasenzym bestiitigt, dab 
die Reaktionsgeschwindigkeit einen scharfen Knick bekommt, 
wenn ungefabr 0,75 g Maltose (wasserfrei) aus 1 g Starke ent- 
standen sind, also 71°/, der theoretischen Menge (,,crenzabbau“). 

Verzuckerung von 0,25 ¢ Stiirke mit 10 mg Pankreaspulver. 

60 Min. . . 139,2 mg Maltose 
7a: . « Se os 
StS - 5 . « BS » 

Da& es bei der Spiritusfabrikation dennoch eine weit- 
gehende ,,diastatische Nachwirkung“ gibt, wird demnach 
auf der Beseitigung der gebildeten, die Amylase hemmenden 
Maltose durch Vergirung beruhen. 

Mit den friiheren Autoren sind wir somit darin einig, die 
Reaktionskonstanten bei Anwendung von 1 g Starke auf 0,75 ¢ 
als Anfangskonzentration zu beziehen. 

Fiir Malzamylase wurde namentlich von H. Liiers und 
W. Wasmund bis zu einem Umsatz von 40°/, Proportionalitit 
von Reaktionsdauer und gebildeter Maltose gefunden, dem- 
gemiB starkes Ansteigen des fiir monomolekulare Reaktion 
berechneten Koeffizienten, der weiterhin eine gewisse Zeit 


') Vel. auch Tabelle 1 und die Figur. 
*) Diese Zs. Bd. 112, S. 191 (1920/21). 
5) Fermentforschung Bd. 5, S. 169 (1920/21). 









konstant bleibt und schlieBlich fallt. 
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Mit tierischer Amylase 
ist der Verlauf der Stiairkehydrolyse ein anderer. 


Hieriiber 


liegen, mit genauerer Bestimmungsmethode ausgefiihrt, nur 
einige Versuche von H. C. Sherman und J. C. Baker?) vor, in 
denen sich bis zur Hydrolyse von 40°/,, bei einem Priparat 
von f-Amylose bis zu 55°/,”) praktisch mono-molekularer Re- 
aktionsverlauf ergibt. Der Gang der Hydrolyse wurde nur in 
Kupfermengen ausgedriickt; der Zusammenhang zwischen Re- 
aktionsgeschwindigkeit und Enzymmenge ist nicht behandelt. 
Fir die im folgenden ausgearbeitete und angewandte Be- 
stimmungsmethode geben uns einige Versuche (Tab. 4) mit 
wechselnden Mengen von Glycerinausziigen aus getrockneter 


Pankreasdriise die Grundlagen. 


Tabelle 4. 


Kinetik der Pankreas-Amylase. 


(Substrat 0,25 g Starke in 25 cem Wasser; Pr 
0,2 n-Phosphatpuffer; Zusatz von 1 cem 0,2 n-NaCl; 37°) 


= 6,8, eingestellt mit 10 ecm 











S I. Versuch mit 0,0064 cem 
= 1. Glycerinlésung 
= | Maltose | es, a | Maltose | 
~ \~ = —— 
mg | t a—x mg | 
5| 247 | 0,0123 ai 
10] 45,9 0,0122 61,6 
15 65,0 0,012 _ 
20] 78,9 0,0119 99,5 
30] 101,8 0,0113 = 
40} 118,1 0,0102 116,38 
Of 1171 | 0,0085 _ 
60] 115,0 0.0069 122,0 
>0 | — [29,1 
LOO -- — 133,3 
300 a — 136,3 
960 pe _ 136,5 
1470 —_ — 142,7 








/: 


0.0178 
0,0164 
0,0105 
0,0076 
0,0063 
0.0054 
0,0019 
),0006 
0,0004 


II. Vers. m. 0,0064 cem 
2. Glycerinlésung 





III. Vers. m.0,0192 cem 

2. Glycerinlésung 

Maltose | 
mg | 





90,3 | 0,0543 
112,5 | 0,0388 
120,0 — -0,0296 
122.2 0,0229 


1) Jl. Am. Chem. Soc. Bd. 38, S. 1885 und zwar S. 1896 (1916). 
*) Der in der Zusammenfassung von Sherman und Baker (S. 1904) 
angefiihrte Betrag von 75°/, scheint uns mit ihren experimentellen Be- 


funden nicht in Einklang zu stehen. 
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Der Koeitizient der monomolekularen Reaktion zeigt ge- 


niigende Konstanz bis zu einer Maltosemenge von 100 mg aus 
0,25 g angewandter Starke (also 0,40 g aus 1g Stirke). Auch 
bei gréBeren Enzymmengen sinkt die Reaktionsgeschwindigkeit 
ungefihr von diesem Punkte an. 
Amylase werden am besten die KEnzymmengen so gewiihlt, daB 
die Reaktionskonstante zwischen 0,001 und 0,03 liegt; dann 
erfolgt in 7 bis 60 Minuten die Hydrolyse von 10—30°/, der 
Starke. Wie die Tabelle 5 zeigt, finden wir fiir diesen Bereich 


Tabelle 5. 


Enzymkonzentration und Umsatz. 


Fiir die Bestimmung der 


(Milligramm Maltose aus 0,25 ¢ Starke unter den Bedingungen wie oben.) 





Enzymmenge 
(EF) 


1 


(0,0128 ecm 
Glycerin- 
lésung) 


1 


iS) 


/16 


9 





tx Bh =2.5 


29,5 


33.4 





txE= 


59.1 


59,8 


60.5 


5,0 





tx E=7%,5 


86,6 





tx FE =10,0 


99.8 


93.6 


93,7 


102.5 


96,7 


k= 





t 


0.0297 
0.0323 
0.0339 
0.0328 
0.0170 
0,0162 
0,0157 
0.0150 
0.0079 
0,0083 
0.0083 
0,00T5 


0,0037 
0,0041 
0,0039 
0.0043 


0.0019 » 


0,0021 
0,0021 
0,0019 


0.0010 } 


0,0010 
0,0011 
0.0010 


: logo —. 


G— 


0,0317 


0,0159 


0.0080) 


| 
| 


0,0040) 
' 0.0020) 


0,0010 





r 
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mit Enzymmengen im Verhiltnis von 1:32 und mit Zeiten 
im Verhaltnis von 1:4 genaue Proportionalitit zwischen Re- 
aktionsgeschwindigkeit und Enzymmenge. 


5. Bestimmungsmethode. 


Die folgende Bestimmungsweise soll sich an die von 
H. v. Kuler und O. Svanberg?) vorgeschlagene Bestimmung 
und Definition der enzymatischen Wirksamkeit von Malzamylase 
anschlieBen. Wahrend aber fiir diese p,, 5 optimal und Zusatz 
von Aktivatoren nicht erforderlich ist, dient fiir die Bestimmung 
der Pankreasamylase ein Medium von der optimalen Wasser- 
stoffzahl 6,8 unter ausgleichender Aktivierung durch Phosphat- 
puffer zusammen mit Natriumchlorid. Die Hydrolyse von 
0,25 g Starke (in 37 ccm bei 37°) wird im Bereich der ersten 
40°/, verfolgt. Die gebildeten Aldehydgruppen messen wir 
mit der streng stéchiometrische Hypojodit-Titration und be- 
ziehen sie auf 0,1875 g Substrat als Anfangskouzentration 
Die unter Annahme monomolekularen Reaktionsverlaufs be- 


rechnete Konstante 4 = : - lo ——, fiir die sich mit ge- 


10 @ 
eigneten Knuzymmengen Werte zwischen 0,001 und 0,03 ergeben, 
bekommt die weitere Bedeutung, daf sie die Enzymmenge in 
Amylaseeinheiten ausdriickt. 
Ausfithrung. In einer zylindrischen Standflasche mit 
eingeschliffenem Stopfen von 50 ccm Inhalt werden 
25 ccm frisch bereitete 1°/,ige Lésung von Kahlbaum- 
scher léslicher Starke, 10 ccm 0,2 n-Phosphatpuffer, be- 
stehend aus 5,1 ccm 0,2n-KH,PO, und 4,9 cem 0,2n- 
Na,HPO, + 2H,O sowie 1 ccm 0,2 n-NaCl 
vermischt und im Thermostaten auf 37,0° gebracht. Das Enzym 
figt man unter Umschiitteln hinzu, trockenes Priparat aus 
dem Wigeglas oder Knzymlésung, z. B. 1,00 ccm, aus der 
MeBpipette. Nach Ablauf von gewéhnlich 10 Minuten wird 
die Reaktion durch Zusatz von 2 ccm n-Salzsiure unterbrochen. 
Man spilt das Reaktionsgemisch mit wenig Wasser in einen 


1) Diese Zs. Bd. 112, S. 193 und zwar S. 219 (1920/21). 
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Erlenmeyerkolben und versetzt es mit Jod, fiir je 1 mg er- 
warteter Maltose mit 0,6 ccm 0,in-Lésung, sodann tropfen- 
weise unter Umschiitteln mit 0,1 n-Natronlauge. lhre Menge 
ist so zu bemessen, daB nach Neutralisieren der zugefiigten 
Salzsiure und Umwandlung des sauren Puffer-Phosphats in 
sekundires (zusammen 380 ccm) noch das anderthalhfache vom 
Volumen der Jodlésung angewandt wird. Nach 15 Minuten 
langem Stehen wird mit verdiinnter Schwefelsiure angesauert 
und das iiberschiissige Jod mit 0,1 n-Thiosulfatlésung zuriick- 
titriert. 

Den Eigenverbrauch der Starke sowie der Enzymlésung 
an Jod ermittelt man zu gleicher Zeit durch eine Kontroll- 
bestimmung, wie im Abschnitt I, 1 beschrieben. Nach Abzug 
dieses Leerverbrauchs wird die gefundene Jodmenge nach dem 
Verhiltnis 17,15 mg C,,H,,0,,:1 ccm n/10-Jod als Maltose 
berechnet. 

Beispiel. 0,80 ccm einer Lésung, die aus 1,00 ccm 
Pankreas-Glycerinauszug mit 250 ccm Wasser bereitet war, 
lieBen wir unter den bestimmten Bedingungen 10 Minuten auf 
die Starke einwirken. Nach dem Sistieren der Hydrolyse mit 
Saiure fanden wir bei der Titration des entstandenen Aldehyd- 
zuckers einen Verbrauch von 2,29 (wiederholt: 2,23) ccm n/10-Jod. 
Die Kontrollbestimmung ergab fiir die angewandte Starke und 
Enzymlésung einen Leerverbrauch von 0,53 (wiederholt: 0,53) cem 
n/10-Jod. Danach entsprach die gebildete Maltose 1,76 (wieder- 
holt: 1,70) ccm Jod und betrug 30,2 (wiederholt: 29,2) mg. 

Die Reaktionskonstante ergab sich aus 


Ly dias 0,1875 
/10 49810 0.1875 —0,0302 


= 0,0076 (wiederholt: 0,0074). 


MaBe fiir Menge und Konzentration des Enzyms. 
Fiir die pankreatische Amylase wird als Mai die Amylase- 
Einheit (Am.-E.), ahnlich der Lipase-Einheit'), vorgeschlagen. 
Sie ist als das Hundertfache derjenigen Enzymmenge bestimmt, 
fiir die sich unter den angegebenen Versuchsbedingungen die 





1) R. Willstatter. E. Waldschmidt-Leitz u. F. Memmen, 
Diese Zs. im Druck. 
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Konstante der monomolekularen Reaktion gleich 0,01 ergibt. 
Daher driickt die Reaktionskonstante zugleich die Zahl von 
Amylase-Einheiten in der Analysenprobe aus. Wenn zum 
Beispiel 0,5 mg Trocken-Pankreas in 10 Minuten 78,6 mg 
Maltose bildeten, so berechnet sich daraus k = 0,0236, und 
dies ist die Anzahl der Am.-K. in den angewandten 0,5 mg. 

Die Menge von 0,01 Am.-E. vermag 25°/, der im Grenz- 
abbau (75°/, von 0,25 g Starke) entstehenden Maltosemenge, 
nimlich 46,9 mg, in 12,49 Minuten zu bilden. Eine Amylase- 
Kinheit finden wir als Gehalt von ungefahr 2 cg getrockneter 
Pankreasdriise. 

Den enzymatischen Reinheitsgrad eines Amylasepriiparats 
soll analog dem Lipase-Wert der Amylase Wert (Am.-W.) aus- 
driicken, nimlich die Zahl von Amylase-Einheiten in 1 cg der 
Substanz. 

Zu dem von H.v. Kuler und O. Svanberg’) fiir die 
Wirkungsfahigkeit von Malzamylase vorgeschlagenen Mabe 
i: - g-Maltose 
g-Praparat 





Sf = 


steht der Amylase-Wert in einer sehr einfachen Beziehung. 
Da das allgemeinere MaB von Kuler und Svanberg, das 
sich auf 1 g Enzympriparat bezieht, fiir verschiedene Kon- 
zentrationen des Substrats (in Gramm) anzuwenden ist, hat man 
Sf durch die festgesetzte Maltosemenge in Zentigramm (18,75), 
die nimlich unter unseren Versuchsverhialtnissen im Grenzabbau 
entsteht, zu dividieren”), um zum Amylase-Wert zu gelangen. 
Daher ist 
Amylase-Wert = Sf-0,05333 . 

Krfahrungen. Die Methode hat sich bei der Bestimmung 
von Amylase in verschiedenem Reinheitsgrade bewihrt, was 
in einigen Beispielen gezeigt werden soll und sich auch aus 
den Belegen der priparativen Arbeit ergibt. Eine Ausnahme 
bildet die Bestimmung des Enzyms in stark ammoniumsalz- 


1) Diese Zs. Bd. 112, S. 193 und zwar 8. 220 (1920/21). 
#) Oder man multipliziert mit dem Reziproken dieser Menge. 4. i. 
0.05838. 
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haltigen Lésungen. Hier wird die Hypojoditmethode an- 
scheinend gestért; man fand zu viel Maltose. In diesem Falle 
empfieblt es sich, die Bestimmung mit Fehlingscher Lésung 
an die Stelle der Jodtitration treten zu lassen. 


Bestimmung in der Pankreasdriise. 


Die Pankreasprobe Nr. 3 wurde a) am 29. VII., b) am 23. X. 
analysiert. 

a) 1,0 mg bildeten in 5 Minuten 77,8 mg Maltose, entspr. 4: = 0,0465. 

b) Je 0,5 mg bildeten in 10 Minuten 78.6 und 78,2 mg Maltose, 
entspr. 4 = 0,0244 bzw. 0,0236. 

Bestimmung im Glycerinauszug. 

Die Enzymlésung aus der Pankreasprobe Nr. 3 wurde a) am 13.VL1., 
b) am 17. X. analysiert. 

a) 0,0032 eem bildeten in 10 Minuten 31,2 mg Maltose, entspr. 
i: = 0,0079. 

b) Je 0,0032 eem bildeten in 10 Minuten 31,1 und 31.5 mg Maltose, 
entspr. /; = 0,0079 bzw. 0,0080. 


Diese Beispiele erweisen auch die grofe Bestindigkeit, 
die das Enzym im Zustand des Trocken-Pankreas und der 
(zlycerinausziige besitzt. 


Ausbeute im Glycerinauszug. 

Aus 100 g des getrockneten Pankreas, enthaltend 4720 Am.-E., ge- 
wannen wir mit 1600 ecm 87°/, igem Glycerin durch Abtrennen in der 
Zentrifuge einen rohen Auszug. Von diesem bildeten 0,0032 cem in 
10 Minuten 36,9 mg Maltose. entspr. / = 0,00952. Erfolgte die Ab- 
trennung der Fliissigkeit yom Unléslichen ohne Verlust, so wiirde die 

1600 . . a 
Ausbeute 50085” 0,00952 = 4760 Am.-E. betragen. Das Enzym 1aBt 
sich sehr leicht und vollstiindig ausziehen. 


Ausbeute bei der Adsorption mit Tonerde. 

Angewandt ein gekliirter Glycerinauszug, von welchem 0,0186 ccm 
in 10 Minuten 35,1 mg Maltose bildeten, entspr. /; = 0,0090. 

111 cem Glycerinlésung mit 53,7 Am.-E. wurden mit 1.0 cem n-Essig- 
siiure angesiuert und mit 30 cem aufgeschlaimmter Tonerde B adsorbiert. 
Das mit der Zentrifuge abgetrennte Adsorbat wurde in ein MeBgefiiB 
yon 100 ecm gebracht und aufgefiillt; die Restlésung, sogleich neutrali- 
siert, betrug 125 cem. 

Adsorbat. 00,0160 cem Suspension des Adsorbats gaben in 10 Mi- 
nuten 6,2 mg Maltose, entspr. / = 0,00146, 

Restlésung. 0,020 cem bildeten in 10 Minuten 26.4 mg Maltore, 


entspr. f= 0.00659, 
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Das eesamte Adsorbat enthielt daher 9,1 und die Restlésung 41,2 Am.-E. ; 
in beiden Anteilen sind also 50,3 Am.-E, entspr. 94°), des angewandten 
Enzyms, gefunden worden. 


Il. Isolierung der Amylase. 


1. Das Ausgangsmaterial. 


Die Pankreasdriise des Schweines bildete das Ausgangs- 
material in entfettetem und getrocknetem Zustand, wie in der 
IT. Abhandlung beschrieben, und zwar die Pankreasprobe Nr. 3. 
Ihr Amylasegehalt, der bei monatelangem Aufbewahren un- 
verindert blieb, betrug in 1 cg 0,47—0,48 Einheiten. Die 
Amylase lie® sich besonders leicht und vollstandig in Lésung 
itberfithren, durch Wasser ebenso wie durch Glycerin, leichter 
als die Lipase und viel leichter als das Trypsin. Diese Ab- 
stufung in der Lésbarkeit ist durch das ungleiche Adsorptions- 
verhalten der drei Enzyme bedingt. Das gepulverte Trocken- 
Pankreas wird mit wasserhaltigem Glycerin (16 ccm fiir 1 g) 
unter wiederholtem Durchschiitteln einige Stunden bei 30° 
behandelt; der mit der Zentrifuge abgetrennte, noch tribe 
(tlycerinauszug enthilt 93—98°/, der Amylase, und zwar in 
100 com 284—300 Am.-E. 

Beispiel. 50g Driisenpulver, 2440 Am.-E. enthaltend, wurden mit 
800 cem Glycerin von 87°, 10 Stunden bei 30° extrahiert. 0,0032 ccm 
Rohauszug gaben in 10,0 Minuten 37,2, in 10,5 Minuten 38,9 mg Maltose, 
entspr. /; = 0,00961 bzw. 0,00961 und einem Gehalte von 2402 Einheiten 
in der ganzen Menge des Auszuges. 

Ebenso gewannen wir aus 100 g vom gleichen Pankreas 1600 ccm 
Glycerinauszug, von welchem 0,0032 cem in 10 Minuten 36,9 mg Maltose 


bildeten. Aus & = 0,00942 ergab sich die Ausbeute von 4710 Am.-E., 
d. i. 96,5 9/ 





0 


a 

Den Rohextrakt klirt man durch Verdiinnen mit dem 
fiinffachen Volumen Wasser. Dabei fallt ein reichlicher Nieder- 
schlag aus, mit dem nur sehr wenig Amylase und Trypsin, 
aber etwas mehr, zum Beispiel 15°/, adsorbierte Lipase ver- 
loren geht. 

Von einem rohen Glycerinauszug wurden 10 ccm, enthaltend 28,4 Ein- 
heiten, mit 50 cem Wasser vermischt; mit der Zentrifuge trennten wir 
die geklirte Enzymlésung ab und erhielten 55,5 ccm. Davon lieferten 
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0,0186 ecm in 10 Minuten 35,1 mg Maltose, entspr. /: = 0,00901. Die 
Lésung enthielt demnach im ganzen noch 26,9 Am.-E. 

Kinen Anhaltspunkt fiir die Konzentration der Amylase 
im geklirten Glycerinauszug gewinnt man beim Fallen mit 
Alkohol. Die gefundene Zahl wird aber zu giinstig sein, die 
Mutterlauge niimlich noch etwas Trockenriickstand enthalten. 
Da z. B. 58 ccm geklarte Glycerinlésung (28,1 Am.-E.) mit 
580 ccm absolutem Alkohol 0,1331 g Fiallung lieferten, so war 
der Amylasewert der Lésung, auf dieses Trockengewicht be- 
zogen, 2,1, die enzymatische Konzentration also ungefihr die 
vierfache im Vergleich mit der getrockneten Driise. 


2. Trennung von Lipase. 


In den geklarten Glycerinlésungen befinden sich neben 
der Amylase auch die Lipase, */, vom Gehalt der Driise, und 
das Trypsin, etwa der halbe Gehalt der Driise. Eine aus 
10 com Glycerinauszug dargestellte geklirte Enzymlésung ent- 
hielt nimlich 26,9 Am.-E. und 36 L.-E. und iibte unter den 
friiher angefiihrten Bedingungen?) eine durch 1,47 ccm 0,8 n- KOH 
bestimmte tryptische Wirkung aus. Die 'l'rennung gelingt mit 
Aluminiumhydroxyd auf Grund der starker ausgeprigten 
Adsorptionsaffinitat der Lipase. Wahrend bei einmaliger Be- 
handlung mit Aluminiumhydroxyd (Sorte B?)) die Lipase aus 
der angesiiuerten Lésung zu etwa 90 °/, adsorbiert wird, bleiben 
Amylase und Trypsin zum groBen Teil in der Mutterlauge 
zuriick. 

In der zweiten Abhandlung ist ein genaues Beispiel*) fiir 
die Adsorption der Lipase aus 2930 ccm geklarter und an- 
gesiuerter Enzymlésung beschrieben. Die Restlésung enthielt 
von angewandten 1758 L.-E. noch 180, von 1364 Am.-E. 
noch 1058 d. i. 76°/, und noch annihernd die ganze Trypsin- 
menge. Der dabei unvermeidliche Verlust an Amylase ist 
lediglich durch das Adsorptionsverhalten der Begleitstoffe be- 
dingt, mit denen sie assoziiert ist. Bei der nochmaligen Kin- 





1) TI. Abhandlung, Abschnitt B, I, 5. 
*) Il. Abhandlung, Abschnitt Bb, If, 1. 
3) Absehnitt B, IT, 3a. 
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wirkung von Aluminiumhydroxyd geht aus ihrer nun schon 
viel reineren Loésung nur eine geringfiigige Menge in das 
Adsorbat tiber. An diesem Punkte, bei der zweiten Behandlung 
mit Tonerde, zweigt die Trennungsmethode der vorliegenden 
Arbeit von der veréffentlichten Untersuchung iiber Pankreas- 
lipase ab. 

Die Lipase muB nun aus der Amylaselésung mit Ton- 
erde volistindig entfernt werden, wofiir die Halfte des 
fir die Adsorption der Hauptmenge angewandten Aluminium- 
hydroxyds geniigt (d. i. fiir 100 ccm rohe Glycerinlésung 0,7 g 
Al,O, fiir die zweite Adsorption). Es wire nicht lohnend, den 
kleinen Anteil der Lipase, den diese zweite Adsorption ent- 
fernt, noch zusammen mit der Hauptmenge von Lipase-Adsorbat 
zu verarbeiten. Von der Mutterlauge gaben dann z. B. 5,0 ccm 
keine meBbare Verseifung von Olivenél in 60 Minuten. Diese 
Lipase-Restlésungen enthielten, wie die in der Tabelle 6 an- 
gefiihrten Beispiele zeigen, von der Amylase zwischen 62 und 
95, gewohnlich 70—80 °/,. 


Tabelle 6. 


Ausbeute an Amylase nach Abtrennung der Lipase. 





























Glycerinauszug Enzym-Restlésung Ausbeute 
; tehalt (in wee a Gehalt 

baie (0,0032 ecm) - 0,0032 eem Rohlés. = lo 

| ! Am-E. entspr. Menge) Am-E. 
20 | 0,00909 56,8 0,00659 41,2 72,5 
500 | 0,00942 1472 0,00696 1058 72 
355 | 0,00942 1047 0,00627 787 75 
400 | 0,00942 1178 0,00721 1045 89 
100 | 0,00942 294,4 0,00605 | 188 62 
50 | 0,00942 147,2 0,00626 | 97,8 66 
100 | 0,00942 | 294,4 0,00771 | 242 82 
100 0,00942 294,4 0,00934 | 279 95 


In der von Lipase befreiten sauer reagierenden Liésung 
unterliegt die Amylase rascher Zersetzung. Diese laBt sich 
durch Zusatz von Glycerin zu einem Gehalt von 50°/, oder 
durch Neutralisieren vermeiden. Die folgenden Versuche 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemio, CXXVI. 1) 
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zeigen, daB die Amylasewirkung der neutralisierten Lésung 
eine Woche lang konstant blieb. Auch lassen sich die ver- 
diinnten Lésungen bei neutraler Reaktion ohne Enzymverlust 
im Vakuum auf zehnfache Konzentration einengen. 











=| ‘one 

ie mg Maltose 

ee. nach | nach 

Se [Sfort!s ‘Tagen 7 Tagen 
0,0206 cem 0,01 n essigsaure Enzymlésung . |15 °/)| 24,0 7,8 | — 
0,0358 cem 0,01 n essigsaure Enzymlésung. |50°/,| 24,0) 21,9 | — 


0,0212 ccm neutralisierte Enzymlésung .. . |15°/} 24,0 | 23,5 | 20,9 
(),0224 cem neutral., Diammonphosphat enth. | 


a Pee ee ee ee 12°/,) 24,0 23,1 | 22,4 








Die eingedampfte Lésung der Amylase wird durch absol. 
Alkohol nur noch unvollstindig und mit groBem Verlust an enzy- 
matischer Wirkung gefallt. Z. B. fielen aus 20 ccm eingeengter 
Lésung von 65,1 Am.-E. beim Vermischen mit dem Fiinffachen 
an Alkohol 0,1062 g aus, die 11,0 Am.-E. enthielten, wahrend 
in der Mutterlauge nur noch 15,8 Am.-E. gefunden wurden. 


3. Trennung von Trypsin. 

Da bei der Abscheidung der Lipase das diastatische und 
proteolytische Enzym das gleiche Verhalten gegen Tonerde 
zeigen, so bot die Anwendung unserer Sorten von Tonerde 
keine Aussicht fiir die Trennung von Amylase und Trypsin. 
Um so wichtiger war es, Unterschiede bei der Adsorption 
durch Kaolin aufzufinden. Die Adsorption wurde in den 
Versuchen der Tabelle 7 bei neutraler und saurer Reaktion, 
mit wiBriger und alkoholhaltiger Enzymlésung gepriift. Die 
beobachteten Unterschiede waren nicht so durchgreifend, daf 
sie zu einer glatten Trennung der beiden Enzyme zu fihren 
schienen. Amylase wurde bei neutraler und schwach alkalischer 
Reaktion in geringem Ma8e adsorbiert, besser aus schwach 
essigsaurer Lésung, am reichlichsten, wenn die Fiissigkeit zu- 
gleich einen betrichtlichen Alkoholgehalt besaB. Dagegen unter- 
stiitzt der Zusatz von Alkohol nicht die Adsorption des ™»vp- 
sins, das unter den verschiedenen Bedingungen zur Hilfte bis 
zu zwei Dritteln adsorbiert wird. 
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Tabelle 7. 
Verhalten des Amylase-Trypsingemisches gegen Kaolin. 





























angewandt Reaktion ‘esate adsorbiert ae oat 
| = nach 

sai Kaolin Lésung F A.-E.| °/, | vor ae 
31,4 1,2 neutral 40 5,2 | 17 | 1,02 0,53 
31,4 2,4 0,01 n-essigsauer 40 24,1) 77] — -- 
31,4 2,4 0,01 n-ammoniak. 40 7,1 | 23 | 0,81 0,59 
15,5 0,6 0,01 n-ammoniak. 50 29);19} — — 
78,0 4,8 neutral 0 7,1 9 | 1,49 1,12 
84,2) 4,8 0,01 n-essigsauer 0 17,0 | 20 | 1,25 0,81 
49,4 | 4,8 0,04 n-essigsauer 0 32,8 | 66 | — oo 





Das Adsorptionsverhalten der beiden Enzyme war in diesen 
Versuchen noch verschleiert. Bei der nochmaligen Kinwirkung 
desselben Adsorbens gelang aber die Adsorption von Trypsin 
vollstiindig, ohne da8 es wieder von einer nennenswerten Menge 
der Amylase begleitet wurde. In der von Lipase befreiten 
Enzymlésung war also die Adsorbierbarkeit der Amylase nur 
durch ihre Begleiter bedingt. Sie fiihren in das Kaolin bei 
seiner ersten Anwendung einen Teil der Amylase mit. Dabei 
verarmt die Liésung an diesen fiir die Adsorption der Amylase 
unentbehrlichen Koadsorbentien, so da die Amylase bei der 
zweiten Kinwirkung von Kaolin nicht weiter adsorbierbar ist. 
Die Begleitstoffe haben zugleich die Adsorption des Trypsins 
gestért, das umgekehrt wie die Amylase erst bei der zweiten 
Behandlung mit Kaolin leicht und vollstiindig aufgenommen wird. 

Nach diesen Erfahrungen laBt sich die Trennung von 
Amylase und Trypsin durch zweimalige Einwirkung von Kaolin 
auf die schwach essigsaure (von Alkohol freie) Lésung durch- 
fiihren, wobei sich die Verluste an Amylase gewéhnlich zwischen 
20 und 40°/, bewegen. 


Beispiel der Trennung mit Kaolin. 


Angewandt eine von Lipase befreite Enzymlésung. 
0,0199 cem bildeten in 11 Min. 35,5 mg Maltose, entspr. / = 0,00829, 
50,0cem bewirkten mit Gelatine in 2Stdn. Acidititszunahme entspr. 

1,25 eem 0,8 n-KOH. 
437 
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200 cem dieser Lésung, demnach 84,2 Am.-E. enthaltend, wurden 
mit 2,3 ccm n-Essigsiure angesiuert und mit der Suspension von 4,8 g 
elektroosmotisch gereinigtem Kaolin in 20 ccm Wasser geschiittelt; 
mittels der Zentrifuge trennten wir 210 ccm Restlésung ab. 

Davon lieferten 0,0195 cem in 10 Min. 25,1 mg Maltose, entspr. / = 0,00624 ; 
daher enthielt die Fliissigkeit noch 57,2 Am.-E. 

52,0 ecm gaben mit Gelatine Acidititszunahme entspr. 0,81 ccm 
0,8 n-KOH. 

Der Trypsingehalt betrug noch etwa ?/, der angewandten Menge. 

Von demselben lipasefreien Enzymgemisch unterwarfen wir weitere 
200 cem ebenso einer zweimaligen Behandlung mit je’ 4,8 g Kaolin 
und gewannen 222 ecm Adsorptionsrestlésung. 

0,0220 cem derselben bildeten in 10 Min. 25,1 mg Maltose, entspr. 
k = 0,00624 und einem Gehalt von 63 Am.-E. der Liésung im 
ganzen. 

56,0 eem bewirkten mit Gelatine in 2 Stdn, keine meBbare Aciditiits- 
zunahme, 

Die Restlésung enthielt also noch etwa 75°/, der angewandten 
Amylase und war frei von der proteolytischen Wirkung. 

Aus den dabei erhaltenen Kaolinadsorbaten lie8 sich das Trypsin 
mit ammoniakalischem Phosphat (100 cem 0,6°/,igem 2'/,; bas. Ammon- 
phosphat) freilegen, ohne da’ es in der Elution von Amylase be- 
gleitet war. 

0,010 cem Elution bildeten in 10 Min. keine meBbare Menge Maltose. 

25,0 ecm bewirkten mit Gelatine in 2 Stdn. Aciditiitszunahme entspr. 
1,41 cem 0,8 n-KOH. 


Die Adsorptionsmethode hat demnach als Restlésung das 
diastatische Enzym trypsinfrei, als Elution aus dem Kaolin 
das Trypsin frei von Amylase geliefert., 

Die Amylase befindet sich in der enzymatisch homogenen 
Lésung in tiber 12 mal konzentrierterem Zustand als in dem 
geklirten Glycerinauszug. 

57 ccm einer von Lipase und Trypsin freien Liésung, die 
14,8 Am.-E. enthielten (0,0237 com : 24,7 mg Maltose, 10 Minuten; 
k = 0,00614), lieB man zur Entfernung des Glycerins 7 Tage 
gegen flieBendes destilliertes Wasser dialysieren. Die enzy- 
matische Wirkung ging dabei véllig verloren. Danach hinter- 
blieben beim Eindampfen 0,0056 g trockener Riickstand. Der 
Amylasewert, darauf bezogen, betrug 26,4. 

Dieser Riickstand der Dialyse zeigte in 0,1°/,iger Lésung 
die Reaktion von Millon nicht mehr, aber eine geringe Reaktion 
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mit Ninhydrin und eine schwache Kohlenhydratreaktion nach 
Molisch. Mit Ferrocyanwasserstoff und mit Pikrinsaiure trat 
kein Niederschlag auf. 


4, Steigerung des Reinheitsgrades. 


Wenn die Amylase den Zustand enzymatischer Kinheit- 
lichkeit erreicht hat, verdankt sie noch immer ihren Begleit- 
stoffen eine gewisse Adsorbierbarkeit, die sich zu ihrer weiteren 
Reinigung ausniitzen lift. Sie wird auf dieser Stufe der 
Reinigung noch von ‘l'onerde adsorbiert, und zwar aus neutraler 
Lésung bei einem hohen Gehalt an Alkohol. Es ist mindestens 
eine Konzentration von 50°/, Alkohol dafiir erforderlich, bei 
veringerer sinkt der Adsorptionswert der Tonerde. Dieser 
KinfluB des Alkohols ist wahrscheinlich mit seiner Wirkung 
auf Aminosiuren und Peptide zu vergleichen, die in alkoholi- 
scher Lésung titrierbare Saiuren sind, er ist also wie in einigen 
friiher beobachteten Beispielen (Invertin, Lipase, Peroxydase) 
zuriickzufiihren auf Entwicklung der sauren Eigenschaften, sei 
es des Enzyms selbst oder nur derjenigen von Koadsorbentien; 
im vorliegenden Falle sind es die Koadsorbentien, deren Ad- 
sorption durch Anwendung der alkoholischen Liésung unter- 
stiitzt wird. Eluiert man die Amylase aus dem entstandenen 
‘l'onerdeadsorbat mit schwach alkalischen Mitteln, so gelingt 
ihre erneute Adsorption unter gleichen Versuchsverhiltnissen 
nur noch sehr unvollkommen. Die Koadsorbentien sind also 
wenigstens teilweise von dem Enzym abgetrennt worden. Die 
Amylase scheint hiernach in reinem Zustand aus 50°/,igem 
Alkohol iiberhaupt nicht mehr adsorbiert zu werden, wahrend 
andere Enzyme, z. B. Invertin, mit steigendem Reinheitsgrad 
leichter adsorbierbar sind. Die Adsorptionsaffinitaten der Amy- 
lase sind im Vergleich zur Lipase, zum Trypsin und anderen 
untersuchten Enzymen die schwichsten. Die Untersuchung 
soll nach der Richtung fortgesetzt werden, Bedingungen zu 
ermitteln, unter denen das Enzym vielleicht auch in dem er- 
reichten Reinheitsgrade noch adsorbiert werden kann, und das 
wahre Adsorptionsverhalten des Enzyms genauer zu bestimmen. 
Die Adsorption der Amylase war, wie die Versuche der 
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Tabelle 8 zeigen, unter den bestimmten Bedingungen gut aus- 
fihrbar, erforderte aber besonders groBe Mengen Adsorbens. 
Von den angewandten Tonerdesorten ist das Priparat A, das 
fir Lipase, verglichen mit B, ungiinstig ist, fiir die Adsorption 
der Amylase besonders geeignet. 


Tabelle 8. 


Adsorption der Amylase durch Tonerde. 








Tonerde 











angewandt | Alkoholkonz. adsorbiert 

Am.-E. "e Sorte | g Am.-E. | °lo 
16,1 40 B 0,14 0,4 2 
18,2 40 A 0,60 5,8 32 

18,2 40 A 1,20 10,0 45 

19,3 50 A 2,40 19,8 100 
155,4 50 A 10,80 155,4 100 
208 50 A | 12,00 166 80 














Zur Zerlegung der Adsorbate hat das 21/, bas. Ammon- 
phosphat gedient. Die Elutionsausbeute war durchweg gut, 
die Bestimmung der Amylase aber in den ammoniumsalzhaltigen 
Lésungen mit unserer analytischen Methode nicht exakt; man 
wird besser die Ammoniumsalze in den Elutionen vermeiden. 

Die wiederholte Adsorption mit Tonerde aus der phosphat- 
haltigen Klution ergab nur 30°/, Enzym im Adsorbat, in einem 
anderen Beispiel nach Ausfaillung der Phosphorsiure mit 
Magnesiamischung auch nur 40 °/,. 

400 cem Elution aus dem Tonerdeadsorbat mit einem Gehalt von 
112,5 Am.-E. (0,0147 eem, 10 Min.: 17,0 mg Maltose, entspr. & = 0,00414) 
befreiten wir mit Magnesiamischung von Phosphorsiure. Das Filtrat 
wurde mit Essigsiiure neutralisiert und unter Beriicksichtigung des 
Volumens der Tonerdesuspension mit Alkohol auf die Konzentration 
von 50°/, gebracht. Zur Adsorption wandten wir 5,47 g Tonerde A an 
Die Adsorptionsrestlésung betrug nach dem Abtrennen in der Zentrifuge 
1490 ecm und enthielt noch 65,4 Am.-E. (0,0548 cem, 12 Min.: 12,0 mg 
Maltose, entspr. k = 0,0024). 


Beispiel fiir die Reinigung mit Tonerde. 


Nach Abtrennung von Lipase und Trypsin und Neutralisieren gegen 
Lackmus bildeten von der Amylaselésung 0,0237 ccm in 10 Min. 24,7 mg 
Maltose, entspr. k= 0,00614. 600cem dieser Lisung, die demnach 
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155,4 Am.-E. enthielten, versetzten wir mit 720 ccm 96°/,igem Alkohol 
und mit 360 cem Suspension der Tonerde A (10,8 g Al,0,). 

Die Adsorptionsrestlésung betrug 1435 cem. Davon gaben 0,0566 ecm 
in 12,25 Min. keine me8bare Menge Maltose. 

Das rasch in der Zentrifuge abgetrennie Adsorbat wurde unmittel- 
bar in den Zentrifugenglisern zur Elution 2 mal mit je 200 cem ammo- 
niakalischem Phosphat angeriihrt, das aus 114 ccm 1°/)igem (NH,),HPO,, 
6 eem n-NH, und 80 cem 87°/,igem Glycerin bestand. 

Von den vereinigten Elutionen, zusammen 435 cem, bildeten 
0,0142 ecm in 10 Min. 24,2 mg Maltose, entspr. 4 = 0,0060. Diese Analyse 
ergibt also 187 Am.-E. Es hat sich gezeigt, daB nicht eine Uber- 
aktivierung des Enzyms den zu hohen Wert verursachte; es bedarf 
weiterer Untersuchungen zur Erkiirung dieser Steigerung, an der auch 
wohl nicht allein eine Stérung des analytischen Verfahrens durch das 
vorhandene Ammonsalz Schuld triigt. Der erreichte Reinheitsgrad wird 
im folgenden, gewiB nicht zu giinstig, nur mit der Zahl der in der Aus- 
gangslésung bestimmten 155,4 Am.-E. berechnet. 


Von der Elution wurden 205 ccm durch siebentigige 
Dialyse gegen flieBendes destilliertes Wasser von Elektrolyten 
und vom Glycerin befreit. Beim Abdampfen hinterblieben 
11,0 mg trockene Substanz. Der Amylasewert dieses mit 'on- 
erde gereinigten Priaparates ist demnach auf 64 zu schitzen. 

Die enzymatische Konzentration der Amylase ist in dem 
beschriebenen Beispiel auf mehr als das 130fache von derjenigen 
im getrockneten Pankreas gesteigert. Fiir den Vergleich mit 
den Priparaten anderer Forscher verdankt man der Unter- 
suchung von H. v. Kuler und O. Svanberg’) eine Briicke, 
das MaB Sf, nach welchem einem durch Dialyse gereinigten 
Priparate von Malzamylase des Stockholmer Laboratoriums 
der Wert 16,6 zukam. Auch die hochwertigen Amylase- 
priparate von H.C.Sherman und M.D.Schlesinger, die 
nach der ,new scale“ von H. C. Sherman, E. C. Kendall 
und K. D. Clark?) bestimmt wurden, lassen sich mit den nach 
Kuler und Svanberg gemessenen Praparaten vergleichen. 
Die Malzamylase von H.C.Sherman und M.D.Schlesinger’) 
hat nach Euler und Svanberg 58 Sf. Es diirfte genauer 





') Diese Zs. Bd. 112, S. 193 und zwar S. 219 (1920/21). 
2) Journ. Am. Chem. Soc. Bd. 32, 8. 1073 (1910). 
3) Journ. Am. Chem. Soc. Bd. 37, S. 643 (1915). 











